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要旨
張力発生時における筋肉タンパク質の機能を構造面か ら理解するために、収縮状
態 と硬直状態における細いフィラメン トのX線 構造解析を行った。シンクロ トロン
放射光を利用 してカエル骨格筋 の収縮状態およびカニ横紋筋 の硬直状態か ら高分解
能(～13A)のX線 回折像を測定 した。 これ ら回折データをアクチンや ミオ シン頭
部の結晶学的データを利用 して解析 した。
(1)収縮中の細いフィラメン トの構造変化
アクチンの結晶データを利用 して、弛緩状態の強度データを説明できるFア クチ
ンの構造モデルを構築 した。 このモデルの位相を使 って弛緩 と収縮状態の強度デー
タか ら差 フーリエ合成を行った。その結果、収縮 中の電子密度の変化は細いフィラ
メン ト内部にあ り、 ミオ シン頭部の結合を示唆す るような変化はなかった。 このこ
とか ら、収縮中ミオシン頭部の相互作用を受けて細いフィラメン ト自体に構造変化
』が起こされていることが明らか となった。 この構造変化をフィラメン ト内のアクチ
ンモノマーの4つ の ドメイン構造の相対的な移動で解析すると、サブ ドメイン2が
フィラメン トの内側に、サブ ドメイン1と4が 分子の中心か ら離れる方向に数A移
動することで説明できた。また、 トロポ ミオ シンを導入 した解析では、収縮 中の ト
ロポ ミオ シンの移動は繊維軸か らの距離を変えず に方位角方向にSA程度移動 してい
た。 この動きは従来の立体障害説で考え られているよりも小 さく、アクチンの構造
変化に伴 う移動である可能性を指摘 した。
(2)硬直状態の細いフィラメン トの構造
ミオ シン頭部がアクチンに強固に結合 した硬直状態は、収縮過程の両タンパク質
の反応素過程 の一つと考えられている。細いフィラメン ト中のFア クチン、制御タ
ンパク質、結合 ミオ シン頭部の周期が一致 しているカニ横紋筋の硬直状態の構造を
解析 した。Fア クチンモデルを構築 した後、ミオ シン頭部の結晶データを利用 しそ
の結合モデルを探索 した。その結果、アクチンのN末 端領域に結合する、電子顕微
鏡 による解析報告に近いモデルでX線 回折像の強度データを説明できた。次に、 ト
ロポニンは結晶構造が未知であるが、低分解能の構造的知見か らX線 データをよく
説明する形状 と細いフィラメン トにおける配置を提案 した。 トロポニンは細いフィ
ラメン トに沿って長 く伸び、Fア クチンとの結合周期の半分以上を占めていた。ま
た ミオシン頭部は トロポニンのない所 に結合するような相対的位置関係であった。
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第1章
X線回折法による筋肉の構造研究の概要
一5一
筋肉はアクチン、ミオシンをそれぞれ主成分とする細いフィラメントと太いフィ
ラメン トが滑るように引き合 うことで力を発生する。この2つのタンパク質の組み
合わせはATPの化学エネルギーを力学的なエネルギーに変換する巧妙な分子機械を
構成 している。筋肉の動作原理を明らかにする目的で進められてきたX線 回折法に
よる筋肉の構造研究は、これまでにも数々の構造情報を提供してきた。そして、近
年の様々な新 しい実験事実は、筋収縮の分子機構の解明に着実に近づいているよう
である。はじめに、本研究の背景となっているそれらの現状について概説する。
(1)筋肉(横 紋筋)の 構造
脊椎動物の骨格筋や 甲殻類小動物の横紋筋は、サルコメア と呼ばれる単位構造の
直列的な配列を持 っている。サルコメアは、重な り合った2種 類のフィラメン トが
すべることによって収縮する機能を持つ筋肉の分子機械 としての単位構造である。
・それぞれのフィラメン トもタンパク質分子が周期的に配列 したものである。'太いフ
ィラメン トか ら規則的に突き出ているミオ シン頭部は、細いフィラメン トと滑 り運
動をさせるモータ部分 と考え られ、細いフィラメン トに結合 した状態はクロスブ リ
ッジと呼ばれ る。
ミオシン頭部はATPを加水分解する酵素作用があ り、 ミオ シンとアクチンの相互
作用はATPの エネルギーを利用する反応サイクルであると考え られてい る。筋肉で
は個々の ミオ シン頭部は非同期的に反応するためアクチンとミオ シンの反応サイク
ルの素過程 における構造を特定するのは難 しい。一方、死後の細胞ではATP消費に
伴なって ミオシン頭部がアクチンに強固に結合 して硬直状態 となる。単離 したFア
クチンにミオ シン頭部を結合させると一様な矢じり構造をつ くることが電子顕微鏡
によって観察 され、この2つ のタンパク質は特異的な結合部位を持っていることが
示 されている。硬直状態での結合様式は張力を発生するアクチンーミオ シン反応サ
イクルの一つの素過程であるとい う仮説 もあ り、その構造は筋収縮の研究に有効な
手がか りであると考え られる。
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図1-1骨 格 筋(カ エ ル)の 構 造 模 式 図
(a)全 筋 、(b)筋 繊 維 、(c)筋 原 繊 維 、(d)サ ル コ メア 、 と呼 ば れ る筋 肉
組 織 の単 位 構 造 。(e)太 い フ ィ ラ メ ン トとそ の成 分 で あ る ミオ シ ン分 子 の構 造 。
酵 素 に よ って切 断 され る フ ラ グ メ ン トのS-1が ミオ シ ン頭 部 で あ る。(f)細 い
フ ィ ラ メ ン ト、 ア ク チ ン の らせ ん構 造 に収 縮 制 御 タ ンパ ク で あ る トロポ ニ ン と トロ
ポ ミオ シ ンが 結 合 して い る、(g)サ ル コ メア の断 面 で は フィ ラ メ ン トが 六 方格 子
を形 成 す る。
(引用:Ebashi,S.(1980).Regulationofmusclecontraction.Proc.RSoc.Lond.
B207,259-286.)
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(2)X線回折 と電子顕微鏡
筋肉フィラメントの構造は数十～百A程度の周期を持つため、筋肉は光学的な回
折格子となっている。このような繊維構造から得られるX線回折像は繊維回折像と
呼ばれ、DNAの2重 らせん構造の決定など生体高分子の構造解析に威力を発揮し
てきた ものである。X線 回折法は生体試料の生理的条件でデータを得ることができ
るのが最大の特長である。 しか しなが ら位相問題のために、観測対象の電子密度分
布を直接得 ることができない とい う欠点がある。また、筋肉などの組織か ら得 られ
る回折像は明瞭で再現性が高 く、繊維組織の配向の良い試料では原子 レベルの分解
能の解析 も可能である。
生体試料がその機能を発現 している状態の構造データを得 られるとい う特徴を生
か して、筋肉の収縮 におけるX線 回折像の変化が多 くの研究者によって観察された。
それは、張力発生時にミオ シン頭部が細いフィラメン ト側 に移動 し構造変化するこ
とを示唆 していた。その結果、 ミオ シン頭部が首を振 る、あるいは回転することに
よって力を発生するとい うモデルが提案された。その後、強力X線 源であるシンク
ロトロン放射光を利用 した時分割測定をすることによって、クロスブ リッジの動き
をとらえようとする実験も可能 となった。 しか しなが らその結果は、 ミオ シン頭部
の首振 り運動が予測されるよりも小さく、首振 りモデルによる張力発生の説明は成
功 していない。また、X線 反射の強度変化の解釈も一義的ではな く、 ミオ シン頭部
の動作の詳細はまだわかっていない。
電子顕微鏡 による構造研究は、数十Aの 分解能で試料を観察できる強力な方法で
あ り、筋 肉フィラメン トの構造をより直接的に可視化 してきた。X線 では得 られな
い散乱強度の位相を得ることができるので、ノイズを除去 して周期構造を抽出する
3次元再構成の手法が活用 された。電子顕微鏡では試料を固定 した り染色する必要
があるため、機能 している生体試料を直接観察することが難 しいのが欠点である。
また分解能を上げることも難 しく、筋肉フィラメン トでは20A程度であった。最近
では、無染色法(氷 包埋)や 、急速凍結法などで活性状態を固定する等の研究が進
められ、 これまでは観察が難 しかった トロポ ミオ シンを可視化 した報告 もされてい
る。
筋肉のような超分子システムの研究においては、X線 回折法 と電子顕微鏡 による
構造研究はそれぞれの長所を生か し、互いに相補的に活用され、共に発展 している。
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(3)タンパク質結晶解析 による原子構造の決定
一方、X線 結晶構造解析はタンパク質の原子座標を決定できる手法 として確立さ
れているが、良質の結晶を得ることの難 しさがある。最近、長年の研究を経てアク
チンの結晶構造解析が成功 した。結晶はDNaselやゲルゾ リン との複合体であった。
そ してFア クチンのゲル状の濃厚試料を配向させた良質のX線 繊維回折像が得 られ
るよ・うになり、そのデータに合 うように結晶解析 されたアクチンモノマーをらせん
配列させたFア クチンのモデル も提案 された。 さらに、 ミオシン頭部 も結晶構造が
解かれたが、結晶化にはリジン残基の化学修飾等が必要であった。 ミオ シン頭部が
Fアクチンに特定の向きで結合 して矢 じり構造を作っている複合体の電子顕微鏡に
よる低分解能の3次 元再構成像に、結晶構造を当てはめることによって、その結合
様式も研究 され るようになってきた。
骨格筋では細いフィラメン トに結合 した トロポニンとトロポ ミオ シンによって筋
収縮の制御が行われている。神経系か らの信号によって筋小胞体か ら放出された
Ca2+イオンが トロポニンに結合することで筋収縮が開始される。 トロポニンはC,
1,Tの3つ のサブユニ ットか らなり、 トロポニンCと トCIポミオ シンについては
結晶解析 されているが、残 りのタンパク質についての構造解析が望まれている。
結晶構造が解かれ ると、例えばタンパク質の機能に重要なア ミノ酸の同定などの
生化学的な研究は構造に立脚 して進められる。それは、遺伝子工学的に特定のア ミ
ノ酸残基を置換するなどの手法によって効率的に行えるようになった。近年様々な
タンパク質の構造が明 らかにされる中で、その機能 と構造の関係や、一般的な立体
構造の構築原理 といった新 しい研究も始まっている。筋肉の研究においても結晶構
造に基づいた新 しい研究が可能になってきた。
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(a)(b)
図 レ2(a)結 晶解 析 され た ア クチ ンの 原 子 構 造 。 主鎖 の リボ ン表 示 の 中央 に
ADPと球 で表 したCa2+イオ ンが あ る。Ca2+結合 部 位 はそ の他 に3つ あ る と考 え られ
て い る。 アル フ ァベ ッ ト1文 字 のア ミノ酸 の名 前 と番 号 が加 え られ て い る。4つ の
ドメイ ン構 造 は番 号 で 示 され てい る。(b)Holmesら に よっ て報 告 され たFア クチ
ン のモ デ ル は 、 モ ノ マ ー を らせ ん 配 置 した もので あ る。(引 用:Kabsch,(1990),
Holmes,(1990))
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{b)
図1-3(a)ミ オ シ ン頭 部 の結 品 構 造
の主 鎖 の リボ ン表 示 で 、ATPを 加 水 分
解 す る部 分 がActiveSiteで、Regulatory
LightChaln(RLC)とEssentlalLight
Chaln(ELC)を含 ん で い る。(b)ア ク
チ ン との結 合様 式 のモ デ ル 。 単 離 した
Fア クチ ン と ミオ シ ン頭部 の複 合体 の
電 子 顕 微 鏡3次 元 再構 成 像 に、 これ ら
の結 晶 構 造 を 当て は め る こ とに よ って
求 め られ た 。 ア クチ ン と結 合 す る部 分
は(a)でActinbindingSiteと示 され
て い る。
(引用:Rayment,1.et.al.(1993))
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図1-4(a)ト ロポ ニ ン+ト ロポ ミオ シ ン の構 造 の模 式 図。 トロポ ニ ンは 図1-1
に示 した よ りもず っ と長 く大 きい 。 トロポ ニ ン1(TnI)は、 ア ク チ ン と ミオ シ ン の相
互作 用 を 阻 害す る働 き が あ り、 トロポ ニ ンT(TnT:T1とT2に 切 断 で き る)は それ
を効 果 的 に フィ ラ メ ン ト全 体 に伝 え る もの と考 え られ て お り、 トロポ ミオ シ ンの190
残 基Cysと結 合 す る。(b)ト ロポ ニ ンC(TnC)の結 晶構 造 。 トロポ ニ ンCはCa2+を
結 合 す る こ と に よ って 、 トロポ ニ ン1の 阻 害 作用 を停 止 し、 ア ク チ ン と ミオ シ ンの
相 互 作 用 を 開始 させ る。
(引用:Fricker,P.F.et.al.(1982)Herzberg,O.et.al.(1986))
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(4)研究の焦点とX線回折法の課題
筋肉の研究の目的は、タンパク質がどのようにしてフィラメン トを滑らせる力を
発生するかというメカニズムを明らかにすることである。分子の動きを原子レベル
の構造に立脚 して説明し、力学的エネルギー発生の仕組みを物理現象として理解す
ることが最終目標である。構成タンパク質の結晶構造が解かれたことによって、こ
の研究は大きく進むことが期待されている。そのようなタンパク質分子の動的な仕
組みは、他の運動性タンパク質、例えば繊毛運動や細胞分裂などに関与するチュー
ブリン、・キネシン、ダイニンなどにも共通しているものと推測される。そのための
直接的アプローチとして、張力発生時のこれらタンパク質の構造変化を実験的にと
らえることが重要である。
その要請に対しては、生体試料を用いた実験の可能なX線回折法が再び有力な手
段となっている。これまでに報告された筋肉のX線回折の実験結果は構造情報の取
得が困難な場合もあったが、今日明らかとなった構成タンパク質の静的な原子構造
をもとに解析を行い、より確実な実験事実として蓄積していくことが期待されてい
る。
X線のデータを解析して得られるのは電子密度分布であるが、分解能の低さや情
報の欠損を補 うために、その他の多くの実験事実をあわせて構造解析を進める必要
がある。結晶解析においても、タンパク質のアミノ酸配列の情報なくしては座標を
決定することはできないのである。生化学的、物理化学的な研究は依然として重要
な基礎的データを提供している。例えば、タンパク質の特異的な部分にラベルをつ
け、ラベル間の距離を測定する蛍光エネルギー移動法(FRET)や、結合している
ADPのヌクレオチ ドの角度を測定する手法などによる構造情報は重要である。この
ようにX線回折法だけでは得られない様々な実験結果を総合的に考慮して解析を進
めることで、より確実な構造情報を得ることが必要である。
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(5)本研究の位置づけ
本研究では、結晶データを利用 した筋肉の細いフィラメン トのモデルを構築 し、
X線回折データを説明するようなモデルの改良および、構造変化の解析を行った。
アクチンは、筋肉以外の生体内運動系に広 く関係 しているタンパク質であ り、これ
までにもアクチンを含む筋肉の細いフィラメン トについての構造研究の蓄積がある。
そ して、結晶データに基づいたモデルを利用することによってより現実的な解析が
期待できる。特に注 目しているのは、張力を発生している時の構造変化をつかむこ
とであ り、これを第2章 において論 じた。
カエル骨格筋では、生筋を電気刺激することによって収縮中の筋肉回折像を得る
ことに成功 している。 しか しなが ら硬直状態ではミオシン頭部の結合の周期性が複
雑で、X線 回折像か らミオシン頭部の結合様式を解析することが難 しい。 これは脊
椎動物の骨格筋 に共通 している特徴である。
それ に対 し、カニなどの甲殻類の横紋筋では収縮状態の回折像を得ることは難 し
いが、硬直状態ではクロスブ リッジが比較的単純な周期性を持ち、X線 による研究
に適 していることがわかっている。このよ うな理由か ら、第3章 における硬直状態
におけるミオ シン頭部の結合 した細いフィラメン トの構造解析にはカニの筋肉のX
線回折像を利用 した。
本研究では扱わなかった太いフィラメン トは、ほとんどミオシンだけで構成され
ているが、 ミオ シン頭部はかな り自由な向きを持つことが可能なため、平均構造を
とらえようとするX線 回折法での構造解析には難 しさがある。 ミオシン頭部の結晶
データのモデルを利用することによって構造解析を進めてい くことは今後の課題で
あると考 えられる。
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第2章
等尺収縮中の力エル骨格筋
細いフィラメン トの構造 解析
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要約
張力発生時における筋肉タンパク質の構造変化を研究するため、シンクロ トロン
放射光を利用 してカエル骨格筋の収縮状態のX線 回折像を13R分解能まで記録 した。
細いフィラメン ト由来の層線反射 には、収縮 中のピークの分布は変わ らず反射ごと
に異なる割合の強度増大が観測 された。 この強度変化を説明するために、結晶デー
タに基づ く細いフィラメン トのモデルを構築 して構造解析を行なった。
まず、細いフィラメン トの主成分であるFア クチンについて、結晶解析されたG
アクチンの原子座標に基づ くHolmesらのモデルを修正することで弛緩状態の強度
データを説明する事ができた。観測 された収縮中の強度増大の原因を調べるため、
弛緩状態のFア クチンの構造をもとに差フー リエを計算 し、対応する電子密度の変
化を求めた。長い らせん周期の成分の反射を入れないで計算すると、 トロポニンと
トロポ ミオシンの成分は小 さいと考えられる。その結果、硬直状態 と弛緩状態の差
フー リエでは ミオシン頭部の結合によると考えられる顕著なピークが見られたが、
収縮状態 と弛緩状態の差フー リエにはそれは見 られず、Fア クチン内部の構造変化
を示唆するものであった。0このことか ら、収縮 中に観測 され る細いフィラメン ト反
射の強度増大は ミオ シン頭部 との相互作用 によって細いフィラメン ト内部に起 こっ
た構造変化によるものであるとして、アクチンの構造変化を解析 した。
アクチンのサブ ドメインの相対的な移動であ らわ したモデルでは、サブ ドメイン
2がフィラメン トの内側 に移動 し、サブ ドメイン1と4が 離れるように変化するこ
とで説明可能であった。 さらにこのモデルに トロポ ミオ シンを導入 した結果、収縮
中の トロポ ミオシンの移動が5A程 度:の大きさで観測データを良 く説明でき、steric-
block説で考えられているより小 さい動きであった。
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1.序 論
筋肉の張力発生時における筋肉フィラメン トの構造変化をとらえることは、収縮
のメカニズムを解明する重要な手がか りになると考えられる。X線 回折法では生体
試料の生理的条件下での実験が可能であ り、 これまでにも多 くの構造情報を提供 し
てきた。収縮 中の筋肉の回折像では、太いフィラメン トの周期構造に由来する反射
の多 くが減少 し、細いフィラメン ト由来の反射の強度の増大が見られる。 シンクロ
トロン放射光の利用 によって、張力の発生過程におけるこれ らの強度の変化 も観測
された。注目している細いフィラメン ト由来の反射は、その構造因子を反映 してい
るが、時分割測定の報告は1次 元比例計数管によって測定 した回折像中の部分的な
データであ り、結 晶学的な構造解析のためには十分ではなかった。そのため、張力
の増大に先立って観測され る変化は、 トロポニンや トロポ ミオ シンによる収縮制御
に起因してお り、張力 と同じ変化を示すものは ミオ シン頭部クロスブ リッジに起因
すると解釈 された(Kress,1986)。一方、イメージングプレー トと呼ばれる高感度
2次元X線 検出器を利用することで、短時間に明瞭な収縮 中の回折像を記録するこ
とが可能 とな り、回折像の2次 元的な解析が可能になった(Amemiya、1987)。そ
のQ折 像は、収縮中の細いフィラメン ト内部の構造変化を示唆するものであった。
細いフィラメン ト由来の反射の中で、第2層 線 と呼ばれる約180Aのスペーシン
グをもつ反射は、弛緩状態では観測されないが収縮 中には現れ るとい う顕著な性質
がある。これは760A周期の長い4重 らせん構造に対応 してお り、収縮状態では収
縮制御タンパク質である トロポ ミオシンが移動するとい うsteric-block説によって説
明されている(Huxley,1972;Heselgrobe,1972;Parry&Squire、1973)。弛緩状態で
は トロポ ミオ シンがアクチンとミオシンの相互作用を阻害する場所 にあるが、 トロ
ポニンのCa2・結合における構造変化にともなって トロポ ミォ シンの場所が移動 し、
ミオシンがアクチンと相互作用が可能な状態になるとい うモデルである。
その他の細いフィラメン ト由来の反射の強度変化の原因は、細いフィラメン ト自
体の構造変化であるか、あるいは ミオ シン頭部 によるものかは議論の余地が残って
いる。Kressらの報告では、59Aのスペーシングを持つ細いフィラメン トの特徴:的な
層線反射のピーク位置が子午軸方向にシフ トする傾向があることか ら、この強度変
化が ミオ シン頭部 の結合によるものであると説明 した。Maedaらは、その強度変化
が試料の温度に依存するものであるとい う報告(Maeda、1988)の中でその変化の原
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因は細いフィラメン トの構造変化 とミオシン頭部によるものとの2つ の可能性があ
ることを指摘 している。
Gア クチンの結晶解析によって原子座標が発表されたのに続き、調整 したFア ク
チンの配向ゲルのX線 回折データにフィッティングしたモノマーのらせん配列によ
るFア クチンのモデルがHolmesら(1990)によって発表された。Shuttら(1993)
はそれ とは異なるモノマーの向きであるFア クチンの可能性を示 しているが、
Holmesらのモデルは他の生化学的な知見 とも一致 し、構造に立脚 した研究の基礎 と
して受け入れ られている。Lorenzら(1993)はHolmesモデルを最適化 し、立体化
学的な考慮を含 めてFア クチンの配向ゲルのX線 のデータに合わせたFア クチンの
原子座標モデルを報告 した。
Fアクチンの動的な性質についてはこれまでに様々な報告がされてお り、収縮中
の構造変化を示唆 している。Yanagidaら(1980)は、筋肉組織中でアクチンの結合
しているADP等 のヌクレオチ ドの繊維軸 となす角度を測定 し、Ca2+による活性化
.やミオシン頭部 のフラグメン ト(HMM)と の相互作用でその角度が変化すること
を報告 した。Orlovaら(1993)は、イオン種の異なる溶液中でFア クチンのやわ
らか さが異なるとい う事実について、それ らの電子顕微鏡 による3次 元再構成像を
比較 し、Fア クチンの構造の違いで説明している。
X線 回折法においても、発表 されたアクチンの原子構造をもとにした構造解析が
現実的 となってきた。AレKhayat(1995)らは ドメイン構造を4つ の球で近似 した
アクチンと トロポ ミオシンのモデルでsteric-block説のモデル計算を行なっている。
彼 らのモデル計算では、フィラメン トのオーバーラップがなくなるまで引き延ばし
た筋肉を刺激 した ときに観察されるX線 の強度の変化(Yagi,1989)を説明するため
には トロポ ミオシンの動きだけでは不十分で、アクチンの ドメイン構造の変化が期
待されることを報告 した。
本研究では、カエル骨格筋の弛緩および収縮状態のX線 回折像を13A分解能まで
記録 し、発表 されているアクチンの結晶座標を用いた細いフィラメン トのモデルに
基づいた構造解析を行った。回折像の中で71Aより広角の反射では、 トロポニンや
トロポ ミオ シンの影響が小 さいと考えられるので、Fア クチンのモデルを弛緩状態
のX線 データにフィッティングさせた。そして、収縮中に観測されている強度増大
を説明する構造変化について解析 し、 さらに トロポ ミオシンもモデルに加えた細い
フィラメン トのモデルを構築 した。
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2.試 料 と方法
(1)試 料
ウ シガ エ ル(RanaCatesbeiana)をビス 棒 で 脊 椎 の活 動 を停 止 させ た 後 、 縫 工 筋
(sartrious)の片方 に腱 と骨 を残 す よ うに注 意 深 く切 り取 り、 リンガ ー液(115
mMNaC1,2.5mMKC1,1.8mMCaC12,pH7.2NaHCO3)を循 環 した セ ル に と り
つ け10。Cに保 っ た。 セ ル には 刺 激用 白金 電 極 が 約5mm間 隔 で 筋 繊 維 に直 角 とな る
よ う交 互 に配置 され て お り、3msecの刺 激 電位 を30Hz矩 形 波 で ア イ ソ レー タ を通
して約50Vと した 電 気 刺 激 に よ っ て、 約1秒 の強 縮 状 態 と した(日 本 光 電,SEN-
7013)。硬 直状 態 の筋 肉 は2mMヨ ー ドア セ テ ー トを含 む10℃ リンガ ー 液 に30時間
浸 して調 製 した。
(2)X線 回折像の記録
X線 回折像の記録は高エネルギー物理学研究所放射光実験:施設B:L15Aで行 った
(1994年10月および1995年10月)。収縮状態の回折像の記録は電気刺激による1.2秒
の強縮開始後に張力が最大値 に達する100msec後か ら1秒間の露光を15回繰 り返す こ
とで合計15秒の露光時間 となる回折像を記録 した。X線 波長は1504Aカメラ長750
mmで 、散乱角 約6。(逆 空間 約13.一1)までを記録するように直径220mmの 円
窓にとりつけたイメージングプ レー トに記録 した。試料の繊維軸を入射光に対 して
約30傾 けることで、約27Aの 逆空聞上の層面を効率よくエ ワル ド反射球 と交差 さ
せる設定 となる。 この時27A以 上の子午軸反射を良好に記録 させることができた。
イ メージングプレー トに記録 した回折像は読み取 り装置(富 士写真 フイルム,
BAS2000)でsensitivity:10000、1atitude:4、10bit-data、aparture:100μmの最大感
度の条件でデジタルデータとした。
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(3)デ ー タ処 理
イメージングプ レー トに記録 されたデータは、グラフィックスモニタ上(NIH-
Image,Macintosh,AppleComputerInc.)で回折像の中心 と、画像の座標軸 と画像
データの走査軸 とのずれを求め、それを補正する回転処理 と解像度の調整を施 し、
画像分解能を子午軸方向200μm、赤道軸方向400μmの画像データとした。同時にラ
ンダムノイズを除去するため、子午軸方向に300μm赤道軸方向に1100μmの
LowPassフィルターをかけた。それ以上の周波数を持つ成分はノイズ として半分以
下にされ る。層線反射の強度を測定する前に、中角領域での逆空間座標を正 しく求
めるために、エ ワル ド球の補正を行って、逆空間座標の画像データに変換 した。 こ
の時に試料の繊維軸の入射光に対する傾きを正確に求める必要があるが、回折像上
の反射の散乱角の正負によるずれか ら求めた(Lorenz&Holmes,1993)。
層線反射の積分強度の測定は、層線に垂直なプロファイルを表示 し、バ ックグラ
ウン ドを差 し引いた層線の広が りを積分 して得 られる強度を層線に沿って次々に行
い、層線全体の強度分布を得た。グラフィックスモニタ上で繰 り返 し確認 しなが ら
実行できるプログラムLLDMを利用 した。(上 野、1987)
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(4)モデル計算
原子座標 にもとついたモデルの繊維回折像の強度は逆空間の円筒座標(R,ψ,Z)
で計算する。構造因子Fn(R,Z)は角度ψについてフー リエ級数展開したn次 の成分で
あ り、フー リエベ ッセル変換によつて計算 される。モノマーの原子座標を円筒座標
(1},θノ Zノ)とすると、
鳳(R,Z)=琴ゐ(R,Z)脚 弓)・xp[i{サ号)舳 ・}】(2 -1)
ここでJnは11次のべ ッセル関数で、j番目の原子の原子散乱因子fjは、重 さwj、半
径rdjの球 に当てはめたガウス関数で近似する。Bは温度因子であ り、熱ゆ らぎのな
い ときは0で ある。
f;(R,Z)=唖謝 噺 轟)(2 -2)
u2=(2n)2(RZ+Zz)
い くつ か の原 子 を ま とめ て一 つ の球 で近 似 す る場 合 の半 径rd'は、 原 子jと全 体 の
重 心 との距 離 をcjとして次 式 で 求 め る。
rd'2=5
3{写w・(C」2+号・rd12)淘w・}(2 -3)
アクチンの周期構造はp回 転q残 基で周期cの 不連続 らせんであるので、選択則
によって与えられる層線の次数L、フー リエ成分nを 満たす整i数mによって決まるス
ペーシングZの 場所に層線反射が観測 される。
cZ=L=pn+qm(2-4)
繊維軸回 りにψで回転平均 されているモデルの層線反射の強度Icalc(R,Z)は、選択
されたnに ついて和をとる次式で計算される。
z
観測値IobsとモデルIcalcとの一致度は結晶学的R因 子であ らわす。
(R因子)=鶏!無(R,Z)一lcalc(R,Z)1/lobs
R,Z(R,Z)(2-6)
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溶媒効果は、溶媒によって試料の電子密度のコン トラス トが変化する現象である
が、溶媒分子が試料の体積分排除されていることとして取 り入れ られ る。DNAの 構
造解析 において、溶質による溶媒の体積排除効果を原子散乱因子の補正 として取 り
入れ る方法が、簡単で効果的であったと報告 されている(Langridge,1960)。
Holmesらの報告ではFア クチンの配向ゲルのX線 の観測データとモデルの低角と高
角の反射 の強度を同時に合わせるために必要であると報告 されている(Holmes,
1990)。その効果は分解能が13A-1程度の領域までは単調増加であるので、今回の
計算ではより簡単な方法 として、負の温度因子Bを 使って注 目している逆空間領域
の溶媒効果 を近似 した。B/4～一40程度で、逆空間座標で0.1A4付近に期待される約
50%程度の増加 となる。有効原子散乱能率wlは 文献(Langridge,1960)よりC:1,
N:6,0:6,Pl7,S:8,Ca:10とした。
また、構成 したモデルの繊維断面の慣性半径Rcは 、原子座標のXY座;標だ けを使
って(1-3)式で計算 し全体 に5/3をかける前の値がRc2となる。
計算するFortranプログラムは、UNIXワークステーション(SiliconGraphics,
hzdy4400PC;SUN,Sparc1/330;NEC,EWS4800)で作成 し、約300原子のモデルの反
射強度を700点計算:するのに数秒程度であった。最小二乗法によるパラメータフィッ
ティングにはSALSパッケージを利用 した(Nakagawa,1980)。計算の量に応じて
大阪大学蛋 白質研究所結晶解析センターおよび、大阪大学大型計算機セ ンターを利
用 した。
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3.結 果
(1)回折像 と層線反射の強度
27Aまでの小角散乱の回折像はこれまでにも様々な報告が されているが、本研究
ではアクチンの繰 り返 し周期27.3Aの2次にあたる13.7Aを含む13Aまでの中角領
域の反射 を測定 した。反射のスペーシングか ら計算されるらせん周期はほぼ6回 転
ユ3残基であった。
図2-1に 回折像を示 した。配向の良い試料では、子午軸か ら離れた所にいくつ
かの広が りを持つ反射が見 られた。71Aの第5層 線の動径位置R～0.05A-1、29Aの
第12層線の動径位置R～0.04A-1の2つは顕著である。やや弱いものは、15,17,20,
24次の動径位置Rの0.04～0.07A-1にも見られる。それ らの領域では隣あ う2つ の
層線反射の重な りも考え られる。それ らの正確な分離は困難であったが、それぞれ
の積分強度を測定す るときに子午軸方向の積分領域を限定することで分離を試みた。・
その結果、主要な層線反射 の成分が大きく、それに近づいているもう一つの反射 の
成分は小さかったため、構造解析に大きな影響を与えるものではない と考え られた。
このよ うにして収集 した27A以上のスペーシングを持つ中角領域に観測され る細
いフィラメン ト由来の層線反射 は、Fア クチンの配向ゲルか ら得 られ るX線 回折像
(Holmes,1990)に見 られ る反射 と同様の強度分布であった。また、細いフィラメ
ン トの乱れに起因する反射 の広が りはより少ないものであった。27～13Aの中角領
域 の反射はほとんどFア クチンに支配 されていることが確認された。
約360Aのスペーシングの第1層 線は強度が大きく、図2-1の 回折像では疑似
カラー領域で表 されている。子午軸に近い部分では収縮中に減少 し、離れた所では
増加 していることがわかるが、 ミオ シン由来の反射 との重な りのために正確な測定
はできなかった。また、第2、3層 線の子午軸に近い領域 もミオ シン反射 との分離
が困難であった。
また、図2-1に示 した回折像では等方的なバックグラウン ドを除去 して見やす く
しているが、3状 態 とも同じバ ックグラウン ドを差 し引いたので小角領域の慢性散
乱が状態によって変化 していることも確認できる。
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(a)RestingContracting
図2-1カ エル骨格筋のX線 回折像。(a)左 が弛緩状態、右が収縮状態である。
(b)左が収縮状態、右が硬直状態である。Mは 子午軸、Eは赤道軸である。弱い反
射 を強調するために、等方的なバ ックグラウン ドを除去 した。強 く観測されるい く
つかの細いフィラメン ト由来の反射の位置を右に示 した。中角領域の子午軸上に見
られる!5-27次の ミオ シン反射の位置を左に示 した。繊維軸を傾けたため回折像の
上下が異なっている。動径座標Rの スケールを上部に示 した。
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図2-2ら せん対称性か ら決まる反射 の位置 と指数
右半分に指数付け した細いフィラメン トの反射 の位置で、太線は強 く観察 され、点
線は観測されなかったものをあらわす。アクチンのらせんピッチ27.4A、周期 を362
Aとすると、6回 転12.983残基の らせん対称性で計算 した層線のスペーシングで観
測値をほぼ説明できる。左半分はミオ シンの周期構造か ら観測 される反射の位置で
あ り、その周期は弛緩状態では143x3A、収縮状態では145x3Aである。動径位置
R>0.02では非常に小 さくな り、高次では3の 倍数の層線について子午軸上に観測
されるのみである。
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(2)収縮中の強度増大
27Aより低角の反射については、これまでの報告 と同様の変化が再現性良 く観察
された。層線反射をすべて積分 した値で、59Aの層線では約30%、51および27Aは
約80%の 強度増大であった。それに比べて、中角領域27～13Aの反射では、収縮
中の強度増大は約10%程度であ り、比較的小さな変化であった。
中角領域 のミオシン由来の反射については、弛緩状態では18,21,27次の反射が子
午軸上に観測されるが、収縮中にそれ らの強度は減少 し、弛緩状態では非常に小さ
かった24次の反射が18A付近に非常に強 く観測されていた。これ らの結果は、太い
フィラメン トに関する新 しいデータであったが、具体的な構造情報を得るにはさら
に解析が必要である。
生筋を用いた実験では等尺収縮の条件は厳密には実現できず、組織の部分によっ
て筋肉組織長の変化が生じ、X線 を通過させている骨 に近い部分では5%程 度の短
縮があることがわかっている。これは回折に関与するフィラメン トの質量を増加 さ
せる。筋肉フィラメン トのつ くる格子構造は、短縮に伴って単位格子の体積を保存
するように格子が広がることがわかってお り、5%の 短縮時には筋肉の断面積が5
%増 加することになる。 この膨張は、赤道反射の,/一5≒2.3%程度のスペーシング
の変化 として見 られる。結局、有限幅の入射X線 の通過する領域での散乱体の体積
は2.5%程度 の増加 となる。
一方、実際の回折像では、中角領域 のなにも反射がない と考え られ る領域 のバ ッ
クグラウン ドは、約8%程 度の一様な増加があった。質量の増分 に換算すると4%
であるが、((1+0.04)2≒1.08)バックグラウン ドは周期構造の乱れ による増加分を
含んでいる可能性もある。 これ らの結果か ら、散乱体の質量の増加 を2.3%程度 と見
積 もることは妥当であると考えられる。
図2-3細 いフィラメン ト由来の層線反射の強度分布
実線(一)が 弛緩状態、赤線が収縮状態、点線(一一一)が硬直状態である。層線反射
のスペーシングは弛緩状態の値を示 しているが、収縮状態ではフィラメン トの伸び
による0.3～0.5%程度の変化がある(Wakabayashi,1994)。硬直状態ではらせん
対称性が13回転28残基に近づ くようなスペーシングの変化がある。
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5.構 造解析
(1)・弛 緩 状 態 のFア ク チ ンの モデ ル
Gア クチンの原子座標はPDBデ ータバンク(1ATN)よ りATPを結合 した側鎖を
含む構造を利用できる。ADP結 合の結晶は登録 されていないが、本解析の分解能で
はその差は非常に小 さい。 ドメイン構造はKabschら(1990)の定義に従った(表2
-1) a
Holmesらのモデルは、Gア クチンの原子座標 に行列をかけて得 られる。そのモデ
ルか ら計算 した強度は、大まか には観測強度を説明できるものであった。そこで、
モノマーの向きと4つ の ドメインの相対的を動かす ことによってFア クチンのモデ
ルを改良 し、モデルか ら計算 した反射の強度を観測強度にフィティングした。主鎖
がつながっている ドメイン間の距離を変えずに動かす場合は、 ドメイン2と4の そ
れぞれの回転 と相対的なね じれの3つ のパ ラメータとモノマー全体の回転角3つ と
らせん半径位置の合計7つ の自由度がある。
Holmesのモデルの散乱強度を計算 し、我々の観測データと比較すると、51Aの反
射の強度が大きく収縮中の強度分布 に近かった。また、実際には観測 されない層線
の強度が大きいなどの違いがあった(図2-7)。 まず、各 ドメイン問の距離を変
えずに最小二乗法によってモノマーの向きと ドメイン位置を最適化することで、弛
緩状態の観測強度をほぼ説明できた。それは、 ドメイン2を アクチンのATP結合サ
イ トを閉じるよ うな向きに移動 させるモデルであった。 このモデルでは、観測され
ていない反射 の強度は小さくな り、R因 子では43%の一致度であった。
更 に良 く合わせるためには ドメイン間の距離を束縛 しないで最適化する必要があ
った。 この場合には自由度が10となり、各 ドメインごとのxyz座 標での平行移動
を最適化するも う一つのプログラムを利用 した。最小二乗法による最適化では、 ド
メイン3と4を ドメイン1と2よ り離れる方向に2A程 度移動させることによって
中角領域の反射のピークを説明できるようにな り、R因 子は34%となった。図2-
4にモノマーの構造 の違いを、図2-5に 最終的なモデルか ら計算 した強度分布を
示 した。また、得 られたモデルの ドメイン構造の重心位置を表2-1にまとめた。
結晶解析 されているアクチンの側鎖を含めた2942原子のモデルか ら計算 した反射
の強度 と比較すると、 α炭素を球であ らわ したモデルでは、27A以上の強度を正 し
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く計算できないことがわかった。そのため、全原子の体積を充填する直径0.7A以内
の球で近似 した225球のアクチンのモデルで、全原子か ら計算 した強度 とほぼ等 し
くなることがわかった。以降の計算では、 このモデルを用いて計算効率を上げた。
(2>Holmesモデ ル の検 証
Fアクチンのモデル としてHolmesらの結果にとらわれることなく、我々のX線 デ
ータに合 うよ うなアクチンの向きの探索を試みた。Gア クチンのモノマーの向きと
らせん半径を変化させて、観測強度 とのフィッティングの良いパラメータの大域的
な探索をHollnes(1990)らと同様な方法で検証 した。計算は α炭素の座標のみを使用
し、27Aまでの反射 を利用 した。HolmesらはFア クチンの断面慣性半径が観測値(約
25A)になるようにモノマーの動径位置を決めていたが、その束縛 はせずに動径位
置 もパ ラメータ として同時に求めた。その結果、観測データをよく説明できるも う
一つのモデルが存在 した。そのモデルは59Aのアクチンの らせん周期に沿 うように
モノマーが繊維軸に垂直に積み重なるよ うなモデルである(Ueno,1992)。
しか しなが らそのモデルでは、モデルの位相を観測強度につけて電子密度分布を
求めると強い負のピークが現れ、それをなくす ようなモデルの改良は不可能 と考え
られた。Holmesのモデルではその様な異常なピークは現れなかった。また、蛍光
EnergyTrasnferの実験:結果(Miki,1992)に合わないモノマーの向きであった。そ
のため、今回の解析ではこのモデルを採用 しないこととした。
Mendelson(1994)は、電子顕微鏡の3次 元再構成像に合 う最適のFア クチンの
モノマーの向きの大域的な探索を行なった結果、Holmesのモデルを支持 している。
彼 らの計算では、今述べた様なもう一つのモデルは第2番 目のモデルであ り、フィ
ッ トさせる電子顕微鏡データによっては一致度が良 くな らないため最終的な検討で
採用 されてない。
LorenzのFアクチンのモデルは、HolmesのモデルをFア クチンに最適化 した原
子座標のモデルであ り、散乱強度は我々の観測値にも良 くプ致することが期待 され
る。図2-7に 示すよ うに、Lorenzモデルか ら計算 した強度分布では27Aより高角
の反射 については良 く合っていた。 しか し、27Aと51Aの強度が大き くな りすぎ、
ドメインの移動の最適化を してもそれを合わせるようにはできなかった。そのため、
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以降の解析は改良 したHolmesのモデルをもとに行った。
表2-1 Holmesのモデル と最終的に得 られたFア クチン、
トロポ ミオ シンのモデルのパラメータ
domain residues
HolmesF-actinmodel
centroid(X,1T,Z)(A)
11-32,70-144,338-372
233-69
3145-180,270-337
4181-269
0vera工工
Rc23.83
一27 .99
-21 .38
-5 .57
2.76
-11 .09
4.60-3.14
-1.3620.62
12.62-11.91
14.8511.67
10.894.08
restingmodel contractingmodel
cenしroid
domain
1-25.93
2-21.11
3-0.06
45.64
Rc(A)
overall-11.22
Tropomyosin
R{A)
e
arユgleto
domain-1
3.58
2.20
7.88
13.28
(x,y,z)
6.82
35.0
118.0ｰ
54.1ｰ
一4 .58
23.18
-12 .22
9.79
22.42
-0 .33
(A) movemenし(X,y,Z)(A)
一〇 .36
+3.91
+1.07
+1.48
0.90
一2 .'86
-3 .87
-1 .27
+0.7b
一〇 .30
35.0
114.0ｰ
68.5ｰ
一1 .82
一ユ .70
+0.00
+0.19
22.31
-0 .85
一31一
=Holmesmodel
遡
amodelfor
frogresting
X-o
Y
図2-4最 適化 したアクチンモノマーの構造をα炭素のワイヤ表示(黒)で あらわ
した。 白であ らわ したHolmesらのモデルは結晶構造をそのまま らせん配置 したもの
である。 ドメイン構造を移動 させたため、 ドメイン!で は隣の ドメインとつながる
主鎖がのびているが、局所的に構造を最適化すれば解決できると考え られ る。中央
のADPは ドメイン1に 含 めた。
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図2-5最 適化 したFア クチンモデルの層線反射の強度分布実線がモデル、点線が
観測値をあらわす。Holmesのモデル と比べて、観測値では42Aの第8層 線 と、24
Aの第14層線は非常に小 さく、51Aの第7層 線 もより小 さいとい う傾向が説明でき
るようになった。中角領域では17.7Aの第20層線など合っていない部分 もあるが、
最小二乗法で全体的に合わせるためにはそれ らは合わせ られなかった。観測値 とフ
ィッティングしなかった低角領域の第1～3層 線は図2-12に 示 した。
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図2-6(a)Holmesモ デ ル お よび(b)Lorenzモデ ル か ら計 算 した層 線 反 射 の
強 度 分 布 。 実 線 が モ デ ル 、 点線 が観 測 値(弛 緩 状 態)で あ る。.R因子 はHolmesモ
デ ル が47.4%、Lorenzモデ ル が44.0%であ っ た。
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(3)差フー リエ合成による収縮中の構造変化の検討
弛緩状態のFア クチンのモデルに基づいて収縮状態 と硬直状態の構造の違いを検
討する場合に、弛緩状態の反射の位相を使って、収縮状態または硬直状態の構造因
子の変化を差 フー リエ合成することで、実空間での電子密度の変化 として求める事
が可能である。(a)硬 直状態一弛緩状態(b)収 縮状態一弛緩状態のそれぞれの
差フー リエマ ップを図2-8に示す。硬直状態の差フー リエマ ップでは、 ミオ シン頭
部によると考えられるピークが見られた。それに対 し、収縮状態の差 フー リエマ ッ
プでは、大きなピークはFア クチンの分子内であった。
今回の計算では7!Aより低角の反射が入っていないため、360A周期の長いらせ
んに沿った変化の成分が欠損 している。 これは、差フー リエマ ップのゼ ロレベルを
正 しく反映 しないことになる。 しか しなが ら、 ピークの存在は構造変化の成分であ
ることは変わ らず、すべての反射を含めた差フー リエマ ップに現れるピ山クの場所
に対応 している。
従 って、 この差フー リエマ ップには トロポ ミオシンの変化の成分が含まれていな
いことに注意すべきである。約180Aの第2層 線は トロポ ミオ シンの構造因子に大き
く関連 してお り、収縮中に大きな強度増大を示すことはよく知 られている。それ を
計算か らはずす ことで、その成分以外のアクチンの細部の構造変化に注目すること
ができる。結晶解析においても、細部の構造変化に注 目する場合には低角の反射 を
差 フー リエに含めないことは しば しば行われている。
トロポニンと トロポ ミオ シンの構造因子が71Aより低角の反射で大きな値を持 っ
ていることは第3章 におけるモデル計算でも確認 されている。実際、広角の反射 の
強度はFア クチンのモデルでほぼ説明できている。観測強度にFア クチン以外の成
分がある場合は、計算 した差フー リエは一部分が削除されたモデルの位相でフー リ
エ合成 したオ ミットマ ップになると考え られ る。それゆえ、硬直状態の差 フー リエ
では ミオシン頭部 のモデルが必要であることが示されている。 しか し、削除部分の
大きいオ ミッ トマ ップでは、ピークの定量的な解釈が難 しくなることがわかってい
るので(Namba,1987)、モデルにミオ シン頭部を含める必要性の指針を得 るにと
どめた。硬直状態のマ ップ上に見 られるミオ シン頭部 と考え られ る強いピークはア
クチンの ドメイン1のN末 端付近にあ り、Raymentら(1993b)の発表 した ミオ シ
ン結合部位 とほぼ一致 していることが確認された。
一35一
(a)
図2-72状 態 の構 造 の違 い を あ らわ す差 フー リエマ ップ(a)収 縮状 態 一弛緩 状
態 、(b)硬 直 状 態 一弛緩 状 態。 差 フ ー リエ 合成 を、 一つ のア クチ ンモ ノマ ー 全体
を含 む よ うに180x180x75Aの領 域 につ い て3A間 隔で計 算 し、 そ の等 値 曲面表 示
を示 した差 電 子 密 度マ ップで あ る。 図 の青が 正、 赤 が負 の領域 で あ る。 等値 曲面 の
レベル は、マ ップ の最 大値 の約40%で 正負 の領 域 が よ くわ か る よ うに選 択 した。 隣
接 す る上 下2個 ず つ の対称 な モ ノマ ー と ともに、 ア クチ ンの α炭素 の ワイヤ ー表 示
を重 ねた 。
(b)
(4)収縮状態のFア クチンモデル
差フー リエの結果か ら、収縮状態の細いフィラメン トの構造解析 として、まず
Fアクチンだけで収縮状態の強度に合 うモデルを求め、モデルを最適化する過程に
おいて ミオ シン頭部の影響を考察す ることとした。弛緩状態 と同様 にして、収縮状
態の観測された強度分布にFア クチンのモデルをフィッティングさせた。モデル と
観測値の相対的なスケールのパラメータは散乱体の質量 に対応 し、弛緩状態 と大き
く変わることはないと考え られ る。まず、これを変化させない場合のモデルを検討
した。
71A以上の反射で収縮中の強度変化の大きな特徴は、51Aの第7層 線の強度が大
きく増加することである。27Aの第13層線の変化 も大きいが強度 自体が小 さい。弛
緩状態のモデルの ドメインを束縛せずに移動 させて、観測されている収縮状態の強
度分布 に合わせるよ うに最小二乗法で最適化 した。その結果、サブ ドメイン2を 繊
維軸の方向に約6A移 動 し、サブ ドメイン1を アクチンの中心か ら離れてATP結 合
サイ トを広げる よ うに約3A移 動 した。サブ ドメイン4は 繊維軸の外側に約2A、 サ
ブ ドメイン3は 内側に1Aで あった(表2-1)。
このモデルではスケールを自由パラメータとして変化さてもそれほど大きくなら
ず、弛緩状態に比べて2%程 度増加する値で収束 した。最終的に得 られた収縮状態
のFア クチンのモデルの構i造変化を図2-8に、強度分布を図2-9に示す。
ドメイン問の距離を束縛 して弛緩状態 と収縮状態のモデルを最適化 した場合に、
弛緩状態か ら30%程 度のスケールの増大が必要となった。質量の増加に換算すると
約11.3%となるが、 このスケールの増加 に対応する物理的な原因が不明であ り、現
実的なモデル とはいえなかった。
ドメイン間の距離を変化させたモデルで、収縮 中の強度の変化を説明す ることが
可能 となった。 しか し、 ドメイン構造の変化とい うパラメータはよりよい一致を得
るためには十分な自由度ではない可能性 もある。
一38一
図2-8α 炭素座標であ らわ したFア クチンの構造変化。 白が収縮状態で、黒が弛
緩状態である。 ドメイン2が 繊維軸の内側に移動する動きがいちばん大きく約6A
程度である。図はx-z面に向かってお り、 ドメイン!、2の 動きを示す黒の矢印は
紙面の奥に向かって傾いてお り(y成 分が負)、 ドメイン3の 矢印はほぼ紙面に平
行である(y成 分がo)。 ドメイン!は 下に、 ドメイン4は 外側に移動する。 ドメ
イン3の 動きは小 さい。
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図2-9収 縮中のFア クチンのモデルか ら計算 した層線反射の強度分布。実線が計
算値、点線が観測値である。収縮状態に特徴的な59Aと51Rの反射 の強度増大はよ
く説明できている。それ らのピーク位置の違いは弛緩状態においても同程度であり、
トロポニンの影響ではないか と推測された。
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(5)差フー リエマ ップによるモデルの検討
Fアクチンのモデルを精密化す るためにどのような改良が必要かを調べるため、
モデル(Fc)と観測データ(Fo)との差 フー リエ21FoI-IFcIを計算 した。図2-10
(a)に示 したマ ップでは、アクチン内部のい くつかのピークの他 に、図(b)に
示すよ うなフィラメン トの外にピークが見られた。 これは、逆空間である層線反射
の動径座標Rの 小さい所での不一致成分に対応するが、強度が大き く重要な反射で
ある59A,51Aの反射においてのピーク位置 より子午軸側の不一致に起因すると考
え られ る。 これ らのピークは繊維軸半径約50A付近に見 られ、弛緩状態、収縮状態
のどち らでも同程度であることか ら、 ミオシン頭部によるとは考えにくい。 したが
って トロポニン等の制御タンパクに起因するものと考えられる。
トロポニンの周期構造はアクチン7分 子に1つ であるので、このフー リエ合成で
は実際の正 しい らせん対称性が考慮されてお らず、アクチンの繰 り返 し周期で平均
化 した ものになっている。そのため、ピークの大きさや形状は トロポニンの構造を
正 しくあらわ していない。また、365A周期 のゆるやかな らせんに沿った成分を計算
に含めていないため、 トロポニンの結合部位にい くつかの凹凸を示す結果になるは
ずである。
これ らの事か ら、フィラメン ト外部に見 られているピークは トロポニンに由来す
る と考えられ る。それ らは弛緩、収縮状態 ともに小さい成分であ り、収縮状態のモ
デルを精密化する上において ミオ シン頭部の影響はそれ よりさらに小さいことが示
された。
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図2-10モ デル と観測の差 をあ らわす差フー リエマ ップを(a)弛 緩状態(b)
収縮状態について示 した。図2-7と同様の差フー リエ合成であり、青で示 した正の
領域の電子密度を上げ、赤で示 した負の領域を下げるようなモデルの修正を示唆 し
ている。繊維回折での差フー リエ合成における係数については、Nambaら(1987)に
よって妥当な係数を選択すべきであることが示 された。Fア クチンの場合は各層線
反射ご とのフー リエ成分は一つずつで重な りがないため、2Fo-Fcが妥当となる。
6Fo-5Fcなどの係数を使用 してもほぼ同様の結果 となった。また、α炭素の主鎖を
太 くし等値曲面のレベルを下げ、Fア クチンの外部にある弱いピークだけを可視化
したものを(c)弛 緩状態(d)収 縮状態について示 した。
(c) (d)
(6)ト ロポ ミオ シ ンの モ デル
トロポ ミオシンは分子量約67,000でcoiled-coi1のa-helix構i造をとる2本 鎖の長
さ約400Aの鎖状タンパクであ り、アクチン7分 子に1つ の割合で結合 している。
らせん周期構造は トロポニンと同じで、脊椎動物の場合は約360A周期でアクチン
の大きな2重 らせん構造に沿 って結合 している。低分解能の構造は長いh一一プ状で
あ り、連続的な構造 と考えた近似的なモデルを構築できる。それゆえ、 トロポ ミオ
シンの構造因子は71Aより低角の反射で大きな成分 となっている。収縮状態におい
ては182Aの第2層 線の強度は測定可能であるが、弛緩状態では観測されないほど
小 さいとい う事実を手がか りにして、長いロープ状の トロポ ミオ シンをモデルに導
入 し、第2層 線 の観測強度の変化を説明できるようなモデルを検討 した。
16個の半径7Aの球を繊維軸の座標をらせん配列したロープの1部 分をアクチンと
同じ周期構造で加えることで連続的なロープを表 したモデルで(円 筒座標で θ=1.73,
z=3.41Aずつ らした)、 観測値の傾向を説明できるような トロポ ミオ シンの場所
を探索 した。第2層 線だ けを説明するよ うな トロポ ミオシンの場所は2カ 所が可能
であるが、その時に第1層 線 の強度が小さくなるものを選択することとした。細い
フィラメン トの第1層 線 の観測強度は59Aの第6層 線の強度 より小さいことがわか
っているが、Fア クチンだ けか ら計算 した365Aの第1層 線の強度はそれより大き
いか らである(Tajima,1983)。
その結果、弛緩状態では動径位置35Aでアクチンの中心よりドメイン1、2の 方
に少 しずれた位置で、第2層 線の強度を小 さくすることができた。収縮状態では動
径位置35Aで3、4ド メインの方に8。程度変化 し、距離にして5A程 度移動する位
置で、ほぼ観測されている強度分布に近 くすることができた(図2-12)。
120Aの第三層線ではFア クチンの構造因子が非常に小さいため、ほとんど トロポ
ミオシンの構造因子を反映 してお り、 トロポ ミオシンの位置を変化 させても変化が
小さい。 これ はHolmesのモデル と今回修正 したモデルに共通 してお り、弛緩状態で
の反射の強度 と収縮 中に下炉 る傾向が説明できていない。 しか しなが ら、 この反射
では トロポニンの構造因子も考慮する必要があるので、これについてはモデルの改
良は行わなかった。
表2-1に示 した トロポ ミオ シンのパラメータは、16個の球の中でz座 標が0の も
のの円筒座標(R,θ)で ある。得 られたアクチンおよび トロポ ミオ シンの構造変
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化の模式図を図2-11に 示す。
トロポ ミオ シンのモデル として、PDBに登録されている座標データ(1TMA)
より得た α炭素の座標を利用 したモデルを作成 した。coiled-coi1構造の中の81個の
α炭素(A120-A160,B120-B161)を細いフィラメン トの長い らせん周期構造に沿
うように傾け、 これをアクチンと同じ周期構造で並べるとほぼ連続 したcoiled-coil
構造を表現できた。 このモデルか ら計算 した散乱強度は、16個の球の場合 とほとん
ど変わ らなかったが、51Aと27Aの反射 に少 し関与 していた。 これは正確には無視
できない成分であるが、モデルのフィッティングにおいては小 さい成分であること
も確認 した(第3章 の図3-6(a)を参照)。 モデルの外観を図2-13に 示 した。
TM麟 勢
○
④ 鴎
①
↓
羅鞭
羅麟
○
図2-11Fア クチンの構造変化の模式図。 細いフィラメン トのZ膜を見おろす
断面図で2つ のアクチンモノマーおよび トロポ ミオ シンの位置を示す。 ドメイン1、
2の動きを表す黒い矢印は紙面の奥に向かってお り(z成 分が負)、 ドメイン4の
矢印はほぼ紙面に平行である(z成 分が小さい)。 トロポ ミオ シンは繊維軸か らの
動径距離を変えず に約80の 移動があるが、 ドメイン1と の相対的な角度は14。程
度の変化 となる。
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図2-12最 適化 したFア クチン+ト ロポ ミオ シンの強度分布(a)弛緩状態 と(b)
硬直状態。 ここに示 した第1～3層 線以上はFア クチンか ら計算 した図2-5、図2-
9と同じとなる。灰色の太線(一)は アクチンの構造因子だ けか ら計算 した強度
で、実線()が トロポ ミオ シンを含むモデルである。点線が(一 一)が観測値
である。
図2-13Fア クチン+ト ロポ ミオシンのモデル(a)弛 緩状態(b)収 縮状態。
アクチンは ドメインごとの色分けで、 ドメイン1:赤 、 ドメイン2:青 、 ドメイ ン
3:緑、 ドメイン4:燈 、 トロポ ミオシンは白の半透明表示で、途中まで表示 した。
アクチンの体積をよく近似する225個の球であらわ したモデルで示 した。下には、
フィラメン トを上か らz膜 に向かって見たX-y平面の断面図で、網 目は ユOA間隔で
ある。 トロポ ミオ シンの位置関係がわかるよ うに上図で途 中まで表 した トロポ ミオ
シンと4つ のアクチンを表示 した。
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(a)resting (b)contracting
5.議 論
(1)Fア クチ ンの モ デ ル
Fアクチン内でのアクチンモノマーの向きについては、Holmesらのモデルが広 く
受け入れ られている。Shuttらの報告 したFア クチンのモデルはHolmesらのFア ク
チンとは異なった配置をしている。 これはプロフィ リンとの複合体で結晶解析 され
たGア クチンのパ ッキング構造をもとにしている。本研究ではShuttらの提唱するモ
デルに近いものは見つか らなかった。その他の生化学的な知見か ら考えても現在は
HolmesのFアクチンモデルを基本 として問題ない と考えられる。
Holmesらのモデルは、高角の反射 に合 う唯一のモデルであるとい う報告であった
が、我々のデータをもとにして実施 したモノマーの向きの探索の結果では、Holmes
タイプのモデル ともう一つのモデルが同程度のR因 子を与え、モデルを決定する明
確な結論に至 らなかった。Holmesらがモデル解析 に利用 したFア クチンゲルのX線
回折像では赤道軸上の0次 の層線反射 と低次の層線 も含まれている。それ に対 して
今回利用 した筋肉の回折像では、太いフィラメン トの反射 との重な りのためそれ ら
が利用できない。それ ら低次の層線反射を含めることがモノマーの向きの決定には
重要な要素であったことが推測され る。
観測値 とモデルの差フー リエ合成の結果か ら、これ以降のモデルの精密化には原
子座標 をパラメータとした構造の精密化が必要であることが示 された。原子構造の
立体化学的な制約を導入 して各座標を最小二乗法で最適化するプログラムが開発さ
れているが、立体化学的なエネルギー障壁のために大きな構造変化は探索できない
ことがある。そのために、本研究のように して初期構造を求めてか ら立体化学的な
エネルギーの束縛を導入することは有効な手段であると考えられる。また、高分解
能パラメータの自由度 も減 らすことも有効で、:Lorenzら(1993)は新 しいアルゴ リ
ズムを考案 しているが、分子動力学法なども検討すべきである。
また、電子顕微鏡による3次 元再構成像では ドメイン2の 一部が構造が乱れてい
ることが報告されている。今回のモデルにおいても、 ドメイン2の 原子だ けに大き
な温度因子を付加すると、59Aの反射の強度が増大 した。また、Fア クチンに結合
しているADPは 、通常交換が行われているが、これをモデルか ら除去することは
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59Aの反射の強度の減少 となった。原子のゆ らぎや 占有率が1で ない可能性も検討
すべきである。 しか しなが ら、通常の結晶学的な方法論では、13A分解能の観測デ
ータではこれ らの多 くの自由度 となるパラメータの最適値を得るのは難 しい。構造
に関する多 くの観察、生化学的な事実を考慮 して、見通 しのよい順序で解 く必要が
あると考えられる。
(2)差 フー リエ マ ップの解 釈
細いフィラメン トの長い緩やかな らせん構造をあ らわ している低角の反射 は、 ト
ロポ ミオシンの位置の変化などに注 目して研究されてきた。 しか し、それ らの低角
の反射 は、 ミオシンの周期構造を反映する反射 との重な りのために、層線反射 の強
度を測定するのは難 しくなっている。また収縮中の ミオシン頭部 との相互作用が、
『それ らの低角の反射には大きな影響を与えている可能性 も否定できない。今回計算
した差 フーリエマ ップは、低角の反射を含めないことによってそれ らの不確定な議
論 を避け、アクチンの構造変化に注 目することになっている。
今回得 られている差 フー リエにミオ シン頭部のピークがないことは、相互作用 し
ている ミオシン頭部の周期構造がアクチンの繊維軸方向の周期構造 と相関がない こ
とを示 している。それは ミオ シン本来の周期を持つか、ランダムであるかのどちら
かである。その点が、rigor状態とは大き く異なることが示された。 しか しなが ら、
ミオシン頭部が トロポ ミオ シンのよ うな360A周期の大きな2重 らせん成分に沿っ
て連続的にアクチンと相互作用 しているな らば、 ミオ シン頭部は低角の反射だ けに
関与することになる。それは、この差 フー リエマップには現れない。今回解析 に入
れなかった低角の反射の解析 には、その考慮も必要 となる。
Maedaら(1988)の観測では、59Aおよび51Aの強度分布にピークのシフ トが見
られている。そこで、我々の観測値をピークのシフ トするように修正 した収縮 中の
データで、収縮 と弛緩の差 フー リエマ ップを求めたが、硬直状態のような ミオ シン
頭部によると考えられるピークは現れなかった。 このことは、硬直状態のようなヘ
ッ ドのピークを与えるためには、59Aと51A以外の反射にも変化が必要であると考
えるのが妥当である。
一49一
(.3)トロポ ニ ンの 影 響
トロポニン(TN)の 構造 に関する様々な報告がされてその形状 も徐々に明 らか
になってきている。 トロポニンは、細いフィラメン トの動径位置が大きな場所に重
心を持つので、逆空間に対応する層線反射では、動径座標 の小さな所に構造因子を
持つことが予想 される。 しか しなが ら、それは必ず しもそ うではないことに注意す
べきである。第3章 においてカニの トロポニンについての解析 を試みたが、 トロポ
ニンの構造因子の導入 によって59Aと51Aの反射 の強度分布のピーク位置を動径座
標 のどちらにず らせるかは、 トロポニンのアクチンとの相対的な位置関係に依存す
るものであった。そ して、実測値に合わせるために、ピーク位置を動径座標の小さ
い方向にシフ トする位置を選択することができた。カエル等の脊椎動物の トロポニ
ンは分子量が7万 でカニより小 さいが、同様の手法で解析できる。
ムラサキイガイの平滑筋は トロポニンを含まない細いフィラメン トを持ってお り、
Tajimaら(1983)によって記録 されたX線 回折像の59Aと51Aの強度分布は、ピー
ク位置がカエルなどの脊椎動物で観測 され るよりも動径座標の大きな ところに観察
される。このことは、 トロポニンが59Aと51Aの強度分布のピーク位置を動径座標
の小さい方向にシフ トさせている可能性を裏付 けている。 さらに、ムラサキイガイ
では51Aの反射の強度が非常に小さい とい う特徴もある。これ らの事実を考慮する
と、 トロポニンのない試料に基づいてFア クチンのモデルをさらに検討 し、脊椎動
物の筋肉回折像 の解釈 には トロポニンの正 しい構造因子を取 り込んだモデルを考 え
る事が必要 となる。そのようなモデル の解析 のためには、 トロポニンの周期 に由来
する低角の反射データに基づいて解析する必要である。
steric-block説ではFア クチンに結合 している トaポ ミオ シンが移動するモデルを
考えるが、 トロポ ミオ シンに結合 している トロポニンの成分 も考慮するべきである。
特に トロポニンTは 、 トロポ ミオ シンに長 く結合 しているので、見かけ上 トロポ ミ
オシンを大きく見せそいることに相当することになる。 トロポニンの構造 にゆ らぎ
があるため電子顕微鏡 による観察で見えにくい としても、平均構造を見るX線 回折
では無視できない可能性があ り、注意が必要である。
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(4)収縮中のFア クチンの構造変化
AL-Khayatら(1995)のモデル計算では、細いフィラメン トの活性化に伴 う層線
反射 の強度変化を与えるアクチン+ト ロポ ミオ シンのモデルを求めている。彼 らの
結果の中で ドメイン2に 関す る構造変化は、今回求めたモデルに近いものであった。
彼 らの説明 しようとしている対象は ミオ シン頭部 との相互作用のない条件での活性
化されたFア クチンの構造変化であ り、より小さな反射の強度変化である。今回解
析 した強度変化は収縮状態で観測 されるより大きな変化であるが、変化の傾向は同
じである。従って、程度の異なる同じ構造変化を求めている可能性 もある。
また、彼 らの計算は観測強度に対するフィッティングでなく、強度の変化分につ
いてを説明するモデルの探索であ り、球で近似 した ドメイン構造の相対的な移動の
パラメータとしてよく説明できている。 このことは、 この ドメイン構造の変化のモ
デルが、観測 されている強度変化に対するよい記述であることを裏付けている。
また、 トロポニンの構造因子の変化が、収縮中の強度増大に関与 している可能性
につても検討すべきである。第3章 において計算 した トロポニンの構造因子では59
A、5ユAおよび27Aの反射 の成分は小さく、依然 としてFア クチンの構造因子が強
度の主体であった。観測されている強度の増大で一番大きい51Aの反射では100%
近い増大があるので、これ を トロポニンの構造変化で説明するのは無理がある うえ
に、強度増大がフィラメン トのオーバーラップのない ときには非常に小さいことか
ら、 トロポニンの収縮制御に起因するとは考えにくい。 しか し、成分 としては無視
できない可能性は残 る。それは、モデル と観測値の差 フー リエ合成の結果 において
トロポニンと考え られ るピークが大きく変化 しなかったことか らも妥当な解釈 と考
えられる。
いずれにしても、アクチンの ドメイン構造の変化によって、細いフィラメン ト由
来の強度変化を説明することが可能で、 ミオ シン頭部の影響を直接考える必要はな
いことが示された。収縮 中に起 こる強度変化は、フィラメン トのオーバーラップの
程度に比例 していることか ら、 ミオシンとの相互作用によって引き起 こされている
と考えるのが妥当である。
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(5)筋収縮 と構造変化 との関係
Huxleyらの提唱 した ミオシン頭部の首振 りモデルでは、力を発生する過程でのア
クチンの役割は明確になっていなかったが、収縮中のX線 データか ら求めたアクチ
ンの構造が変化 して見えるとい う結果か ら、アクチンの動的な性質が張力発生にお
いて何 らかの役割を担 っていることが推測され る。例えば、収縮 中にアクチンの ド
メイン2の 動きが、 ミオ シン頭部の運動 に関係 している可能性 もある。電子顕微鏡
の3次 元再構成像においては ドメイン2の 一部が見えにくくなってお り、フィラメ
ン トが柔 らかいときにはさらに ドメイン2の 構造が変化していることを報告 してい
る(Orlova&Egelman,1993)。ミオ シン頭部が結合 したFア クチンでは柔 らかさ
が増すことか ら、 ミオシン頭部 との相互作用によって少なくともアクチンの ドメイ
ン2に 構造変化が起ることが推測されているが、それは今回の解析結果 と一致する。
この構造変化がアクチンーミオ シン系のどのような相互作用 に対応 しているのか原
・子 レベルでより具体的に調べ ることが次の課題 となる。
steric-block説では トロポ ミオ シンの立体的な障害によってアクチンの ミオ シン頭
部 との相互作用を阻害すると考えている。 トロポ ミオ シンのないFア クチンにおい
ても、 トロポニン1の 存在 によってFア クチンが ミオ シン頭部 と相互作用 しないoff
の状態 となることがわかっているが、それがどのような仕組みでアクチンの ミオ シ
ン頭部 との相互作用を阻害するのかはわかっていない。 トロポニンを持たない筋肉
においても トロポ ミオ シンは存在 し、何 らかの役割を担っている。 さらに、ATP非
存在下や低イオン強度において ミオ シン頭部 とアクチンの相互作用が起 こるとい う
事実は、単なる結合部位のブロックでは説明できない可能性を示唆 している。 トロ
ポニンによる阻害はアクチン自体に及ぼされた もので、 トロポ ミオシンはそれを伝
達す るものであ り、アクチンがoff状態になった結果受動的にその場所が移動 した
と考えることも可能である。 ドメイン4と トロポ ミオ シンが結合 しているとすると、
今回得 られた収縮 中のアクチンの構造変化のモデルで トロポ ミオ シンも移動するこ
とができる。今後 トロポニンの構造研究が進むことで、steric-block説の詳細が明 ら
かになってい くもの と期待 され る。
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6.結 論
収縮中のX線 回折像に見られ る強度増大を解析 した結果、収縮中の細いフィラメ
ン トには硬直状態に見られるような強固な ミオ シンの結合は見られなかった。収縮
中の ミオ シンとアクチンとの相互作用は、硬直状態 とは異なっているか、あるいは
それは非常に短い時間であ り、X線 回折像には現れないことがわかった。そ して、
収縮中には ミオ シンとの相互作用によって引き起こされたFア クチンの構造変化が
起 こっていることを示 した。
結晶構造に基づ くFア クチンのモデルを構築 した結果、収縮中に ドメイン2が 繊
維軸の内側に ドメイン4が 外側に移動するような変化で観測強度の増大を説明する
ことができた。構築 したモデルは構造のゆ らぎや トロポニンの影響を考慮 して改良
する余地があるが、 トロポ ミオ シンの移動は5A程 度であ り、アクチンの構造変化
に伴 って受動的に場所を移動 している可能性があった。
一53一
第3章
硬 直状態の力二横紋筋
細いフィラメン トの構造解析
要約
カニなどの甲殻類の横紋筋の細いフィラメン トは骨格をなすアクチンフィラメン
トとそれ に結合 した制御タンパク質の周期が一致 しているため、細いフィラメン ト
の構造研究に適 している。グ リセ リン処理の後に硬直状態に調製 したカニ横紋筋で
は、配向の良い明瞭なX線 回折像が記録 されてお り、 ミオ シン頭部を含んだ細いフ
ィラメン トの構造研究が可能である。本研究では、カニ硬直状態のX線 回折の強度
データを説明するような細いフィラメン トモデルを結晶データを利用 して構築 した。
細いフィラメン トは、アクチン、 トロポ ミオ シン、 トロポニンによって構成され
てお り、硬直状態ではこれにミオシン頭部が結合する。 これまでの解析で、回折像
の反射の特徴か ら決まる構造の対称性 とミオシン頭部 と トロポニンの結合位置が求
められている。その結果をもとに、まずアクチンとミオシン頭部の結晶解析による
原子座標のデータを利用 したモデルを構築 した。 ミオシン頭部の結合様式をパラメ
ータ とし、構築 したモデルか ら計算 されるX線 の散乱強度が観測データに合 うよう
なモデルを探索 した結果、X線 回折データだけか らミオ シン頭部の結合様式を一意
に求めることはできなかったが、アクチンのN末 端の近 くに結合 して矢 じりを形成
するモデルで電子顕微鏡による3次 元再構成の結果に近いものが得 られた。次に、
トロポニンについては結晶解析 されていないので、様hな 報告の知見を考慮 して低
分解能の形状モデルを推定 した。そして トロポニンCと1の 複合体を、球を平た く
のば したよ うなモデルであ らわ し、その長軸 フィラメン ト軸に沿って トロポ ミオ シ
ンとともにモデルに導入することで強度データを良 く説明できた。 トロポニンTを
含める とトロポニン全体で細いフィラメン ト上に配列 している半分以上のアクチン
の近隣にあ り、硬直状態ではミオシン頭部は トロポニンのない ところに結合 してい
ることが示唆 された。
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1.序 論
硬直状態の筋肉では、細胞内ATP濃度の低下に伴い ミオ シン頭部がアクチンに結
合 したクロスブ リッジによって細いフィラメン トと太いフィラメン トが固定されて
いる。単離 したFア クチンとミオシン頭部は2:1に結合することができるが、筋肉
組織 中ではミオ シン頭部の数が限られているために、ある間隔で結合 している。
脊椎動物では、クロスブ リッジの結合は周期構造の異なるアクチンとミオ シンの立
体配置 によって決まる間隔をもって現れるが、それは一様ではな く、全体 としては
極 めて複雑な周期で結合 していることがわかっている(Squire,1988)。一方、昆虫
の飛翔筋(Taylor,1993)やカニの横紋筋(Maeda,1978)では細いフィラメン トの
周期に従ってお り、X線 回折像においては細いフィラメン トの周期構造 に由来する
反射か ら構造解析が可能である。
カニの横紋筋 は、筋繊維の単位構造当た りの細いフィラメン トの数が多 く、また、
長 さも2.2ｵinと脊椎動物の2倍 であるため、X線 回折法による細いフィラメン トの
構造解析 に適 している(Maeda,1978)。硬直状態においては、周期性の良いことを
反映 した明瞭なX線 回折を再現性良 く得 られるため、 ミオシン頭部の結合様式の解
析に有効である。Nambaらは、グ リセ リン処理の後に硬直状態に調製 したカニ横紋
筋か らの回折像をもとに ミオ シン頭部および収縮制御タンパク質を含んだ細いフィ
ラメン トの構造解析を行なった(Namba,1978)。回折像の反射の特徴か ら決まる構
造の対称性 と、観測データか ら直接計算 される差円筒対称パターソン関数が示すベ
ク トル分布に基づいて、 ミオ シン頭部 と トロポニンの結合位置が求められた。提案
されている硬直状態の細いフィラメン トの低分解能のモデルでは、2つ の双頭の ミ
オ シン頭部が並んでFア クチンの両側か ら結合 している。
Kabschら(1990)のアクチンの結晶解析 に続いて、Raymentら(1993)はミオ シ
ン頭部サブフラグメン ト1(S1)の 結晶構造解析に成功 し、原子座標が報告 され
た。さらに、単離 したFア クチンとミオ シン頭部の複合体の電子顕微鏡による3次
元再構成像にそれぞれの原子モデルをあてはめることによって、2つ のタンパク質
の硬:直状態での結合様式が明らかになってきた(Rayment,1993b)。硬直状態の細
いフィラメン トでは、 ミオシン頭部のアクチンとの結合は一様ではないが、個々の
結合様式は同様 と考え られ るので、原子座標モデルに基づいて硬直状態の筋肉の回
折像か ら構造解析をすることが可能 になってきた。
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本研究では、アクチンおよび ミオ シンS1の原子座標を利用 した硬直状態の細いフ
ィラメン トのモデルを構築 し、得 られているカニ横紋筋のX線 回折像の強度を説明
するようなモデルの構築を試みた。細いフィラメン トのモデル には、収縮制御タン
パク質の トロポニンと トロポ ミオシンを含めて解析する必要がある。 トロポ ミオ シ
ン(TM)はcoiled-coilのa-helixであることが知 られてお り(Phillips,1986)、低分
解能では長いロープ状のモデルで近似できる。 トロポニンについては、Nambaらの
解析では桿状(の びた球)と してモデルに導入 していたが、最近の構造研究の報告
か ら、低分解能の トロポニンのモデルを構築 してモデルに導入することを試みた。
トロポニン(TN)はC、1、Tの3つ のタンパク質の複合体であ り、TN-C
については結晶解析されている(Herzberg,1988)。TN-Tが長 く トロポ ミオシン
に沿って結合 していること、TN-1は 球状であることは知 られている(reviewed
byZot&Potter,1987;Leavis&Gergely,1984)。Philipsらによる単離 したTNの 電:
子顕微鏡による観察で、それはより明確 となった。また、TNを 結合させた トロポ
ミオシンの結晶解析か ら、TN複 合体 の低分解能の解析 を行い、TN-Tがcoiled-
coilのα一helixを持ち、長さ約190Aにわたって トロポ ミオ シンに結合 していること
が示 された(White,1987)。一方、中性子線小角散乱によると、TN-1は 長さ約
110A程度のダンベル型であ り、TN-Cを その中央に結合 していることが示されて
いる(Olah&Trewhella,1994)。
電子顕微鏡 による筋肉繊維の観察では、 トロポニンを明瞭に観察することはでき
ず、3次 元再構成においても困難であった(Wakabayashi,1975)。最近、昆虫の飛
翔筋の3次 元再構成において、 トロポニンの存在を認める報告がされているが
(Tayer,1993)、筋繊維中での トロポニンの構造を示すほどの分解能は得 られてい
ない。一方、X線 回折像においては トロポニンによる反射が観測されているので、
これ らの最新の構造情報を手がか りに トロポニンの低分解能のモデル構造 を検討で
きる可能性がある。
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2.試 料 と方 法
(1)試 料
海 産 の カ ニ で あ る ガ ザ ミ(portunustrituberculatus)のヒ レ状 の後 ろ脚 の付 け根 部
分 の横 紋 筋 を取 り出 し、 糸 で 硬 質 ガ ラス 棒 に 固定 し、 グ リセ リン溶 液(g玉ycerine
50%,KCL100mM,MgC121mM,imidazo110mM,EGTA10mM)に0。Cで24時間浸
した 後 、 溶 液 を交 換 して 一15。Cで保 存 した 試 料 を利用 した 。X線 回 折 用 セ ル に と り
つ け た試 料 は 、硬 直 溶 液(KCI100mM,MgCl25mM,EGTAlmM,Hisbuffer10mM,
pH7)お よび 、 弛緩 溶 液(硬 直 溶 液+ATP5mM)に 浸 す こ とで 各 状 態 に調 整 した。
(2)X線回折像
本研究で解析 した回折像の うち、硬直状態については若林克三 助教授によって記
録された配向の良い回折像を解析 した。 これは高輝度X線 発生装置((株)理学電気,
FR-B)と ミラーおよびモノクメータの集光光学系による回折計で、露光時間72
時間でサクラ宇宙線 フィルムに記録されている(1980年7月)。弛緩状態について
は、グ リセ リン処理 した試料か らの回折像では、27Aの反射が精度よく記録できな
かったため、比較的明瞭な反射を記録できた生筋の回折像を利用 した。第2章 と同
様にして高エネルギー物理学研究所放射光実験:施設(BL-15A)でイメージングプレ
ー ト(富士フイルム(株),BAS2000)を用いて露光時間20秒で記録 した(1995年9
,月)。
(3)フ ィル ム の デ ー タ処 理
ρ
X線 フィルムに記録 された回折像は、2次 元デンシ トメータ((株)阿部設計2605
型)に よって黒化度を2次 元デジタル画像データに変換 した。散乱X線 強度1を 求
めるために、校正曲線によってX線 強度1に 変換 した後、イメージングプレー トに
よって記録 したデータと同様に処理 した。校正曲線はOD値3.6までは測定値に基づ
いて変換 し、OD値3.6～4は特性曲線のγ値(黒 化度 と強度対数値 との比例計数、
メーカ発表値4.45:サクラ宇宙線フィルム)で 変換 した。フィルムのダイナ ミック
一58一
レンジは限 られているため、OD値 が4以 上では飽和する。そのため重ねたフィル
ムのデータか ら飽和 した領域のデータを得ることも可能であ り、その場合は換算 し
たX線 強度にフィルム因子F(メ ーカ発表値2.88:サクラ宇宙線フィルム)を か け
た後にバイアスを調整 した値を利用 した。
(4)回折像 と層線反射の強度分布
解析に使用 した硬直状態および弛緩状態のX線 回折像を図3-1に示 した。強度デ
ータの測定は第1章 と同様に実施 し、その結果を図3-2に示 した。アクチンの周期
構造を、13回転28残基 らせん周期765A(ピッチ27.3A)として、層線反射を指
数づけできる(Namba,1980)。偶数次数の層線反射では子午軸上に強度をもつ こと
か らミオシン頭部 とトロポニンは2回 らせん軸対称性を持つよ うに周期的に結合す
ることがわか る。
硬直状態の強度分布はフィルムに記録 した配向の良いデータか ら収集 したが、第
1層線 については子午軸上に現れている光学系の寄生散乱のために正 しいデータを
得 られなかったため、イメージングプレー トで記録 した別の回折像か ら測定 した。
弛緩状態の強度分布は、59,51,29,27Aの各層線について測定 した。それ より低角
の反射は測定が困難であったため、Nambaら(1987)のデータを利用 した。380Aの
第2層 線についてはフィルムに記録 した回折像か ら測定 したもので、第4、6、8、
9層線については標準のグレイスケール との比較で目で推定 した値である。
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Rigor Resting
図3-1カ ニ横紋筋 のX線 回折像。左 が硬直状態で右が弛緩状態である。Mは 子午軸、Eは
赤道軸 を表す。硬直状態 の回折像 には光 学系 の寄生散乱が子午軸上 に存在す るため小角で子午
軸上が強 く見 えてい る。弛緩状態の赤道軸 の中心付近 には銅 のアブソーバ があ る。
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図3-3難 波 らによるカニ横紋筋細いフィラメン トの硬直状態のモデル。
(Namba,1978)より引用。(a)フ ィラメン トの側面図。番号のついた球がアクチ
ン、S-1がミオシン頭部、TNが トロポニンを表す。(b)3と3'の アクチンの部分
の断面図 と、(c)1と1冒 のアクチンの部分の断面図である。 トロポニンの位置は
円弧で示 した範囲の可能性がある。破線 の円で示 した トロポ ミオ シンの位置は、当
時考えられていたA,B,Cの可能性があった。
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(5)細 い フ ィラ メ ン トモ デル の構 築
硬:直状態の細いフィラメン トはFア クチン(Ac)、 トロポ ミオシン(TM)、
トロポニン(TN)に よって構成されてお り、硬直状態ではこれにミオシン頭部(S
1)が結合する。Nambaら(1978)による解析の結果、回折像の反射 の特徴:から決
まる構造の対称性 と観測データか ら直接計算 され る差円筒対称パターソン関数が示
すベク トル分布をもとにして、 ミオシン頭部 と トロポニンの結合位置が求めらてい
る(図3-3)。
アクチンは13回転28残基のらせん構造であ り、それに他のタンパクの結合 した
モデルは760Aの周期構造である。繊維軸回 りに180度回転 して380A並進する21
らせん対称性を仮定すると、単位構造はその半分の長さ380Aでアクチン14個、 ミ
オシン頭部4個 、 トロポニン2個 、 トロポ ミオシン2個 で構成される。分子量はそ
れぞれ42,000、100,000、98,000、67,000である。21らせん対称では、偶数次の層線
にはすべての偶数の構造因子Fn(R,Z)が寄与 し、奇数次の層線ではすべての奇数の
Fnが寄与するので、必要な分解能までのフー リエ成分として13次までをとり、式(2-
5)で総和をとった。
表3-1にそれぞれの構成タンパク質の構造因子が大きな値を持つX線 回折像上の
領域の関係についてま とめた。この関係を利用 してそれぞれ のタンパク質の構造 と
結合様式を求めるように、以下の手順でモデルを作成 した。
(step-1)弛緩状態のデータを説明するモデル としてFア クチンのモデルを求める。
(step-2)硬直状態のモデル としてFア クチン+ミ オシン頭部のモデルを求める。
71Aより広角の反射では トロポ ミオシンと トロポニンの構造因子は小
さいと考えられるので、その領域のデータに基づいて第1近 似のモデル
を求める。Fア クチンの構造は硬直状態 と弛緩状態で変わ らないモデル
とする。
(step-3)トロポニンのモデルを推定する。
(step-4)トロポニンのモデルを導入 した弛緩状態のモデルを求める。
硬直状態のモデルを構築するにあたって トロポニンは無視できないた
め、まず トロポニンの低分解能モデルを推定する。弛緩状態 と硬直状態
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データか らトロポニンを含んだ細いフィラメン トのモデルを求める。 ト
ロポニンに由来すると考えられている子午軸上の反射の強度を良 く説明
するように トロポニンのモデルを求める。
(step-5)トロポ ミオシンをモデル に導入する。
(step-6)ミオシン頭部のモデルを導入 して硬直状態のモデルを完成 させる。
低角の反射 の子午軸以外では、すべての成分が関与 している。すべてのパラメー
タを同時に変化させることは自由度が大きくなるため、最適解は初期値 に依存 して
しま う可能性がある。そのためにも上述のような手順で一つのモデルを構築する必
要がある。また、 トロポニンのモデルによっては、第1近 似であるアクチンとミオ
シン頭部のモデラレは最適ではない可能性 もある。すべての構成タンパク質を決めた
後に、再びそれぞれの構造を検討することによってモデルを精密化することが理想
的である。
PDBデータバンク には、 ミオ シン頭部の結晶解析 の座標データ(1MYS)は 全
ア ミノ酸1157残基の うち1072残基のα炭素の座標が登録 されている。今回の解析
が27Aの分解能であることを考えて、α炭素の座標か ら近似 して求めた電子密度を、
45個の半径6Aの 球で近似 したモデルを作成 し、計算効率を上げた(図3-4を参照)。
表3-1細 いフィラメン トモデルを構成する
タンパク質の構造因子の分布
構造因子
弛緩状態 硬直状態
X線 回折データ AcTNTM +S1
70A-1より広 角 の 反 射Actotm
σ)(4)
低角の反射
(子午軸)
(子午軸以外)
TN
(4)
AcTNTM
(5)
+S1
(2)
+S1
+S1
(6)
注)Ac:ア クチ ン、TN:ト ロポ ニ ン、TM:ト ロポ ミオ シン、
S1:ミオ シン頭部 の略 。小 文 字は成 分が小 さい こ とを表ず。
3.結 果
(1)Fア クチ ンの モ デ ル
第1部 における解析結果か ら、修正 したHolmesのFアクチンのモデルを基本 と
して解析を行 うこととした カニの弛緩状態の回折像か ら測定 した層線反射の強度
分布の、70A以上の反射を良 く説明するようなFア クチンのモデルを得 るために、
第2章 と同じ方法で、アクチンの ドメイン構造を変化させた。その結果、 ドメイン
3と4を ドメイン1か ら離す方向に移動 させ ることで観測データと良 く一致 した(表
3-4)。このモデルではHolmesのモデル と比べて、51Aの強度が小 さく、観測値
によ り近 くなっている。 この特徴は、カニの筋肉の トロポニンがカエルなどの脊椎
動物よりも大きいことと関係 している可能性 もある。 ここでは、 トロポニンを導入
する前 にアクチンだ けで近似 したモデルを求めた。モデル と観測値の比較を図3-6
'
(a)に示 した。
(2)Fア クチン十ミオシン頭部複合体のモデル
Raymentら(1993b)によって報告 されたミオシン頭部(S1)の 結合様式は、原
子座標 のデータを幾何学的変換をする行列を発表 していない。そこで、我々の観測
データに合 うようなS1の 結合様式を探索 した。
S1と アクチンの結合様式は、S1の アクチン結合部位 と予測される領域の代表
点Cを 定義 し、S1のC点 の回 りの回転 と、C点 とアクチンとの相対的な配置の合
計6つ のパラメータで表すこととした。これを可能な範囲ですべて変化させて大域
的なパラメータサーチを行い、観測されている強度分布を説明できるよ うな ミオシ
ン頭部の結合様式を求めた(増 加分は3Aお よび10。)。
フィッティングする層線反射 として、強度が大きい71,59,51,42Aの4つを採用
した。 これ らの反射ではTMとTNの 寄与が小 さい と考え られている。特 に59Aの
反射は硬直状態に特徴的な分布を持っているので、59Aの反射だけのR因 子が低 く
かつ他の層線のR因 子も低いものを探索 した。また、物理的に無理があるようなモ
デル、すなわち、S1が 細いフィラメン トの体積 と交わっている、S1の 尾の部分
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が細いフィラメン トの方を向いている、太いフィラメン トか ら遠すぎる、等のモデ
ルは棄却 した。
その結果、図3-5に示 したような4種 類のモデルが得 られた。アクチンのN末 端
付近はS1と 相互作用することがわかっているが、それを満たすものは3っ であっ
た。1つ はRaymentらの報告 に近いものであった。も う一つは、 ドメイン3も 含む
広い範囲でアクチンと結合 していた。残 りの1つ は ドメイン1と3の 間に結合 して
いた。X線 のデータだけか らは、モデルを選択することができなかったため、S1
で装飾された細いフィラメン トの電子顕微鏡の3次 元再構成像 に近いモデル として、
Raymentらのモデルに近いものをS1の 結合様式のモデル として採用 した。大域的
サーチで得 られたパ ラメータは最小二乗法 によって最適化させた。得 られたパラメ
ータを表3-2に示 した。
S1の構造は、硬直状態では2つ のS1が 並んでアクチンに結合 し、2つ のS1
の尾はひ とつに結合 しているので、2つ のS1が 同じ構造ではでないことが予想 さ
、れる。そのため、S1の 細い側の1/5に 相当する部分はモデルか ら除去 した。そ
れを入れたままでは、Raymentらに近いモデルは一致度が良 くならなかった。
Raymentらのモデル との違いを検討するため、彼 らの報告 している図に合 うよう
なパラメータを推定 した結果を表3-2にあわせて表示 した。最適モデル と比べると
オイラー角で20。程度の差があ り、強度分布では、59Aの強度分布を良く説明する
ことはできなかった。
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図3-4ミ オ シン頭 部 の 向 き のパ ラ メー タ。Holmesらの報 告 して い るPDBに登 録
され て い るGア ク チ ン の座 標 か らFア クチ ン の座標 を求 め るマ トリ ックス を適 用 し
て得 られ るFア ク チ ン のモ ノマ ー の重 心 位 置 を基 準 とす るFア クチ ン のモ ノマ ー 位
置 と した(一15.8、10.9,0,.3)。Fアクチ ンの 繊維 軸 はz軸 と重 な り、 サ ル コ メア のZ
膜(フ ィ ラ メ ン トのbarbedend)はzの負 の方 向 で あ る。PDBに 登 録 され て い る
S1の 座 標 は結 晶 の座 標 で あ り、座 標 の 中心 は(25.4,33.2,91.9)でz軸方 向 に のび
た 配 置 で あ る。 ア クチ ン と相 互 作用 す る と考 え られ る部 分 の 中心 点Cと して 、PDB
座 標 の 中 のz座 標 が110A以上 で あ る原 子座 標 の 中心(2.7,2.8,12.8)を設 定 し、 こ
れ をy軸 上(0.,3.5,0.)に移 動 させ た。Cの 回 りの回転 はオ イ ラー 角 で あ らわ す と、
αはS1の 長 軸(z軸)の 回 りの 回 転 で 、 そ の軸 の緯 度 経 度 の移 動 が βお よび γ と
な る。Slがz軸 の 負 の方 向 に矢 じ りを作 る とβは0～ 一90。、 γは 一90～90。とな
る。 そ して 、 ア ク チ ン は周 期 的 に現れ る の でC点 の範 囲 は 円筒 座 標 で θ、1=0～1700、
z、1ま一2.73～2.73Rの範 囲 を とれ ぼ よい。r,ユは ア ク チ ン と接 触 す る位 置 を 求 め られ る
ので、その付近で数Aの 変位が可能である。
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図3-5(a)大 域的なパ ラメータ探索の結果か ら得た ミオシン頭部の結合様式の最
適なモデル。(b)そ の他のモデル も同程度の一致度を与えたが、電子顕微鏡 の結
果 と一致 しない#20!,#202.#255の各モデル。 ミオシン結合部位 と考えられている
アクチンの ドメイン1は 濃い灰色で表 した。 ミオ シン頭部の尾の薄い色の部分が構
造因子の計算か ら削除 した部分である。
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表3-2ミ オシン頭部のモデルのパ ラメータサーチの結果
#fileα β v rslBs1
R因 子Z
slR因子
(59A}
#207-100-50-504070-1216%23%
一98-43-5447 .469.6-13.415%19%
最適モデル
最適化したモデル
#aoi-so
#202-70
#255-130
一50
-50
-30
一50
-10
-10
5010
sa20
62100
一313%22%
0ユb%24%
014%23%
一122-56-2ユ49 。458。4-12.822%23% 推定 したRaymentモデ ル
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()は モデルか ら計算 した強度で、点線が(…)が 弛緩状態の観測値である。
(b)パラメータサーチの結果得 られた最適のFア クチン+ミ オシン頭部のモデル
の散乱強度を硬直状態の観測値 と比較 した。Fア クチンモデル と同様に、左に表示
した70A以上の反射についてはほとんどこのモデルで説明することになる。(c)
推定 したRaymentのモデルでは硬直状態の59A層線の強度分布を合わせることはで
きなかった。
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(3)ト ロポ ニ ンの モデ ル
Flickerら(1982)の電子顕微鏡による単離 した トロポニン分子の観察による と、
トロポニン1とCの 複合体はのびた球状で、長軸が100A程度の大きさである。そ
れに結合する トロポニンTは 長さ約185A(±25)で尾 のよ うな形状で トロポ ミオシン
に長い範囲で結合する。脊椎動物の トロポニンTは キモ トリプシンによってLeu157
で切断されるN末 端側のT1と トロポニン1と 結合する側のT2に 分けられるが、'
ニワ トリの場合ではT2が 大き くなっていることがわかっている(表3-2)。T1
フラグメン トはcoiled-coilを持つ細長いタンパク質であることもわかっている。 ト
ロポニン全体では265A(±40)の長さである(図1-4)。
これ らの情報 か ら、まず トロポニンTは 連続的な細長いロープ状 に9個 の球を配
列 したモデル とした。 甲殻類の トロポニンは脊椎動物 と比べて分子量が大きい。違
うの詳細は不明であるが、ニワ トリでの特徴か ら類推 してT2の 部分を大 きく見積
もり、末端 となるT1部 分の半径を10A、C+Tに 結合するT2側 を14Aと変化さ
せた。
TN-1+C複 合体の構造については中性子による小角散乱で形状が調べ られて
いる。慣性半径33.OA、粒子内ベク トルの最大長dmax=115A、および電子密度 の
自己相関関数であるP(T)関数が報告 されお り、これを満足するようなダンベル型 の
モデル も提案されている(Olah&Trewhella,1994)。我hの 第!段 階のモデル と
して、8個 の球を平 らに並べたモデルであ らわ した。観測 されている慣性半径 と最
大長を実現するためには、モデルは細長 く平た くする必要があった。平た くしなけ
れば観測値の慣性半径ではdmaxが大き くな らない。;様々 な試行錯 誤の結果 、慣性
半径Rg=31A,dmax=124Aとなる図3-7(a)のような平たく細長い配列を採用 し
た。平 らな部分に角度をもたせたが、これはアクチンと結合するときになるべ く密
に結合する可能性を残すためであ り、必ず しも必要な特徴ではない。また、TN-
Tと1の 結合様式は不明であ り様々な可能性が残っている。
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表3-3 トロポニンの分子量
C 1 T t二〇ta! reference
(TユT2>
脊椎動物
ウサギ
ニワ トリ
甲殻類
カニ
カブ トガニ
17.8k20.9k30.5k(19.0+11.5)69.Ok
45.Ok(26.0+19.0)
16.Ok30.Ok50.Ok
18.Ok29.Ok59.Ok
96.Ok
ユ06.Ok
Ohtsuki(1980)
Maeda(1978b)
Lehman(1976)
(4)アクチン十 卜ロポニン複合体のモデル
アクチンー トロポニン複合体のモデルではTNの 向きと結合部位がパラメータと
なる。
まず、弛緩状態において子午軸上に現れる反射はTNに 由来する と考え られ るの
で、この反射を説明できるようなTNの 配置を求めた。構築 したTNの 低分解能モ
デルは、この段階での検討 も含めて決定 した ものである。TN-Tは トオ ロポ ミオ
シンにそって結合 していると考えられるので、TN-C+1の 部分 の配置が問題 と
なる。TN-1+Cの 長軸をフィラメン ト軸か ら外側に立てるように向けると、第
6、8層 線の子午軸上の強度が大きくなる うえに59Aと51Aの層線反射の強度を大
きく変化さて しまった(図3-7(b))。また、その長軸をフィラメン ト軸 と直角に配
置 させると、TNの 子午軸反射 の強度が大き くな り、観測値を説明できなかった。
試行錯誤の後に、長軸をフィラメン トのらせんに沿わせることで、ほぼ観測強度に
近 くなった。
次に、このTNモ デルを導入 した細いフィラメン トのモデルで70A以上の層線反
射の変化を調べて、アクチンとTNの 相対的な位置関係 について調べた。第2章 に
おけるFア クチンのモデル と同様に、59Aと51Aの層線反射のピーク位置が観測値
に合っていないことと、 トロポニンを含まない筋肉か らの回折像ではそのピーク位
置が異なることか ら、 トロポニンの構造因子によってそのピーク位置を子午軸方向
にシフ トさせていると考えられ る。それ を手がか りに トロポニンの細いフィラメン
ト上の位置を移動 して、そのような位置を探索 した。その結果、アクチンのC末 端
側 にTN-C+1を 配置 させ、繊維軸方向のアクチンとの相対位置を変化させると
観測結果を良 く説明できる配置があることがわかった。場所 によっては、ピークの
シフ ト方向が逆になった り、59Aの反射の強度を下げた りする場合もあった(図3-
7(c))。
電子顕微鏡 による再構成フィラメン トの観察では、 トロポニンを含んでいる細い
フィラメン トと、Fア クチンだけのフィラメン トの染色 された画像から求めた層線
反射では大きな強度の違いは観測されていない。また、3次 元再構成像では トロポ
ニンの成分が認め られない場合が多い。このことか ら、 トロポニンは見えにくいよ
うな付き方を していることが予想される。それを考慮 して、TN-1+Cの 平 らな
面をアクチンにぴった りつけるような配置のモデルを採用 した(図3-7a)。 モデ
ルの座標値を表3-4に示 した。
図3-7ト ロポニンを導入 した弛緩状態の細いフィラメン トのモデルの層線反射の
強度。実線()は モデルか ら計算 した強度で、点線が(…)が 弛緩状態の観
測値である。(a)採 用 した最適モデル。(b)採 用 しなかった トロポニンの向き
のモデル。(c)採 用 しなかった トロポニンの配置モデル。
一74一
(a)
採用 した
Fア クチ ン+ト ロポ ニ ン
のモデル
(⊃
)
1一
>
n
Φ
o
=⊃
.虎=
五
∈
く
一 一
o.oo o.oi 0.02
むR(A-1)
0.03 0.04
一
o.oo o.01 0.02
む
R(A嘗1)
0.03 0.04
一75一
(b)
採用 しなかった
Fア クチン+ト ロポニン
のモデル(#352)
,一.
⊃
〉
1一
〉
闘
Φ
℃
,
.ピ
五
E
く
'
一
〇.OOO.OlO.020.030.04
りR(A'1)
一 一 一
〇.000.010.020.030.04
R(A・1)
一76一
(c)
採用 しなかった
Fア ク チ ン+ト ロポ ニ ン
のモ デ ル(#301)
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(5)トロポミオシンのモデルの導入
トロポ ミオ シン(TM)はcolied-coi1のα一helix構造であ り、Phillipsらの結晶構
造解析の結果 のα炭素の座標がPDBデ乱タベースか ら利用可能である。第2章 と同
様にしてTMの モデルを導入 した。アクチンと同じの周期構造を持つ81個のα炭素
で表 したTM1分 子の1/7の モデルであ り、繰 り返す ことで連続的な構造をあ ら
わ している。硬直状態でのTMの 場所についてはS1と 結合することか ら、第2章
にて得 られた収縮状態の場所を採用 し、r=35A,θ=110。とした。 この位置では ミ
オシン頭部 と衝突があ り、最適化する余地がある。 しか し、TNはTMに 結合 して
いる必要があるため、その2つ を同時に変化させる必要がある。低角の反射は今回
のモデルのすべてのパラメータが関与するため、X線 データか らこれ らのパ ラメー
タを最適 化することは困難であった。
トロポ ミオシンのモデルか ら計算 した構造因子を図3-8(a)に示 した。70A以上の
.反射では非常に小 さいことが確認できた。また、第3層 線は一致度が良 くな らなか
ったが、ここではTMとTNの 構造因子が大き く、 トロポニンのモデルをさらに検
討す る必要があることを示.していた。
図3-9構 築 したモデルの構造因子。実線(一 一う はモデルか ら計算 した強度で、
点線が(…)が 観測値である。(a)連 続的な構造で近似 した トロポ ミオシンで
は各層線 ごとに1つ の構造因子を持つ。(b)ミ オシン頭部の構造因子は各層線に
異なるベ ッセル関数の次数を持つ構造因子の重な りがあるが、それ らの絶対値を加
算 して大きさを示 したグラフである。最終的には、各成分ごとに他の構成タンパク
の構造因子を加算 してか ら絶対値を加算 してモデルの散乱強度を求める。
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(5)硬直状態の細いフィラメン トのモデル
トロポニン(TN)と トロポ ミオシン(TM)を 含んだ細いフィラメン トのモデ
ルに ミオ シン頭部(S1)を 結合させて硬直状態の細いフィラメン トのモデルを完
成 させるのには、TNとS1の 相対的な位置関係を決める必要がある。すなわち、
14個のアクチンか らなる単位構造のどこに結合させるかを選択する。
回折像の子午軸上の反射 は、繊維軸にそって投影 した質量の分布のフー リエ変換
をあらわ しているが、385Aの第2層 線の強度が他の反射 よりも圧倒的に大きい。そ
れは、385Aの周期を持つTNとS1の 投影がお互いに近 くに存在 していることを示
している。
TNとS1の 構造因子はそれぞれ図3-7(a)と図3-8(b)に示 した様な強度の成分
を持つ。それぞれの位置関係によってそれぞれの構造因子の位相が変わ り、合成 し
たモデルの散乱強度が変わるので、観測強度に合 うように位置関係を求めた。
Nambaらの解析では、細いフィラメン トの上下方向性を反対にした2つ の可能性が
あった。今回のモデルにおいては、S1とTNに異方性があるため、その2つ のモデル
は異なる散乱強度 となる。よ り観測データに合 うのは、TN-C+1がS1の 尾の
方向に位置す るモデルで、細いフィラメン ト中のTNの 結合のない部分にS1が 結
合することになっていた。強度分布については良 く説明できなかったが、 トロポニ
ンの構造因子に依存するため、 これ以上のモデルの改良は難 しか った。 こうして求
めたAc-Tn-TM-S1の 複合体である硬直状態の細いフィラメン トのモデル
と強度データを図3-9および図3-10に示 した。
図3-10硬 直 状 態 の細 い フ ィ ラ メン トのモ デ ル 。 α炭 素 を半 径2.07Aの球 で あ らわ
した。S1:ミ オ シ ン頭 部(青)、TN:ト ロポ ニ ン(桃)、TM:ト ロポ ミオ シ
ン(白)、Ac:ア クチ ン は ドメイ ン構 造 に応 じた 色(ユ:榿 、2:青 、3:黄 、4:
緑)で あ る。 左 は フィ ラ メ ン トの断 面 を上 か ら見 た 図 で 、2つ ず つ の ミオ シ ン頭 部
とそ の 近 傍 の トロポ ニ ン を表 示 した。 トロポ ニ ン は ミオ シ ン頭 部 に隠 れ て い る。 ミ
オ シ ン頭 部 の矢 じ り部 分 で 計 算 に含 め なか った 部 分 は色 を薄 く示 した 。
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図3-10 硬直状態の細いフィラメン トモデルの散乱強度。実線(一) はモデル
か ら計算 した強度で、点線が(一 一)が観測値である。第2層線から第6層線の強
度分布を観測値に合わせることは難しかった。それ以外は、ほぼ観測データを説明
で き て い る。
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表3-4硬 直状態の細いフィラメン トモデルのパラメータ
(1)ア クチ ン
(2)ミオシン頭部
(3)ト ロポ ニ ン
H。luresらのモデルの4つ の ドメイ ンの場所を修正する。PDBデータ
(1ATN)から計算す るには、H。lmesらのマ トリックスをか けた のちに平
行移動す る。
一〇.710340.16330.68465
-0.58180-0.68369-0.44053
0.39614-0.711260.58068
[domain] [1][2](3][4]
一2.22-2.411.13-0.27
0.940.35-2.35-5.32
000-0.56-1.570.19
一3.77
131.21
-37 .97
ミオ シ ン頭 部S1の 最 適 配 置 の モ デ ル をPDBデ ー タ(1MYS)から求 め る
マ トリ ッ クス 。A鎖(HeavyChain)のAsp4～Val801およ びC鎖(Essencial
RightChain)のGlu5～Val149の合計900残基 の α炭 素 か ら構 造 因子 を計 算
した 。A鎖 のGlu802～Lys843とB鎖(RegulatoryLightChain)全部 の172残基
は取 り除い た 。
一〇.5209420.6336360.571948
-0.520388-0.7668830.375615
0.676620-0.1019610.729239
低分解能のモデルの座標
一66 .59
43.34
-9 .82
X Y zradiusweight(96kD)
一33 .4ユ2:L
-35 .1219
-36 .6016
-37 .8113
-38 .779
-39 .456
-39 .863
-40 .00一
一39 .86-3
-52 .2812
-47 .72-24
-39 .48-6
-53.078
-45 .68-28
-38.87-9
-53 .554
-43 .36-31
99-254.70
14-239フ0
15-224.70
05-209.70
86-194.70
60-179.70
29-164.70
04-149.70
36-134.70
28-118.73
63-126.67
43-110.70
21-94.73
24-102.67
46-86.70
09-70フ3
68-78.67
10.00
10
10
10
14
14
14
14
14
16
16
16
16
16
16
16
16
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
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4
4
4
4
4
8
8
8
8
8
8
8
8
.9
.9
.9
.9
4
4
4
4
4
8
8
8
8
8
8
8
8
(4)ト ロポ ミオ シン PDBデー タ(1TMA)からモ デ ル を求 め る マ トリ ック ス 。A鎖 のAsp121
～Lys161および 、B鎖 のAsp121～Arg160の81個の α炭 素 に適 用 す る。
一〇.0736080.636289-0.767931
-0 .879870-0.403926-0.250346
-0 .4694800.6572510.589584
一26 .67
-2
.25
-6 .05
4.議 論
(1)アクチンとミオシン頭部の結合様式
Raymentら(1993)によって報告されたS1に 修飾されたFア クチンの電子顕微
鏡像の3次 元再構成像ではミオ シンの結合が明瞭にあらわれてお り、H:01mesのモデ
ルをフィラメン トの中心部に合わせるように配置 し、S1の 原子座標のモデルをフ
ィッティングさせ ることによってS1の 結合部位を求めた。我々のX線 の強度デー
タだけか ら今回のようなモデルのフィッティングによってそれを求めようとすると、
い くつかの異なる結合の向きでも説明できるモデルが存在 した。 しか しなが ら、幾
何学的な配置 とアクチンのN末 端の近 くに結合するとい う条件を満たすモデルは一
つであ り、彼 らの結果に近いモデルを得た。生体試料を用いたX線 の強度データは
位相問題を克服する重原子置換法などの手法が適用できないため、このように構造
を決定するといった場合には強力ではない。一方、X線 のデータは電子顕微鏡など
と比べてS/N比が良 く再現性 も高いとい う特徴があるので、モデルの最適化などの
これか らの研究に重要になって くると考えられる。
ミオ シンは通常2つ の ミオシン頭部をもってお り、2つ 並んでアクチンと結合す
る場合は、 ミオ シンの構造がゆがむことは幾何学的に予想 され る。今回の解析で も
それを考慮することが必要になっていることが示唆 された。
(2)Fアクチンの構造
硬直状態で ミオ シン頭部 と結合 したアクチンが弛緩状態 と異なる構造をとってい
る可能性は、今回の解析では考えていない。実際はS1の 結合に伴 う構造の変化は
十分期待 される。その場合は、対称 と考えている14個のアクチン うちの4つ が別の
構造 として扱 う必要がある。 しか しなが ら、今回の解析の分解能が27Aであ り、 ト
ロポニンの構造が不確定であることを考えると、S1と 結合 しているアクチンの構
造の変化を、今回得 られている観測データか ら得 るのは難 しい と考え られる。
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〈3)トロポニ ンのモデルの妥当性
トロポニンの立体構造 とアク トミオ シン系の阻害のメカニズムについては多 くは
わかっていない。今回構築 した トロポニンの立体構造は低分解能であるが、 これま
での構造研究の報告をもとにしてお り、従来考えられていたよりも大きなものであ
る。 トロポニンの結合 した トロポ ミオ シンの低分解能結晶構造解析では、 トロポニ
ンの結合が1:1でなかったためにその全体像が明確ではなかったが、 トロポニンT
が長 くのびている事は明らか となった(White,1986)。アクチンとの結合様式につ
いて今回のモデルは、59Aおよび51Aの強度データを合わせるように求めたが、精
密な解析はできていない。 トロポニンの立体構造が明 らかになると、結合様式を決
定することができると期待 される。
T.Wakabayashiらの報告をはじめとして、 これまでの電子顕微鏡写真には トT1ポ
ニンがみ られない。様々な技術的な進歩に伴って、ごく最近の報告では、 トロポニ
ンの存在を示す報告 もある(Tayer,1993)。いずれにしても、見えにくい物であるこ
とは確かであ り、アクチンに薄 くついているために見えにくい構造であることのほ
かに、構造がゆ らいでいる可能性が考えられる。X線 回折では、電子顕微鏡による
解析 と比べてS/N比の良い反射の強度が得 られ、弛緩状態においてもTNに 由来す
る子午軸反射が得 られる。そのため今回の解析では トロポニンを無視す ることはで
きず、何 らかのモデルで トロポニンの質量を導入することが不可欠 となっている。
また、X線 回折のデータは平均構造であるので、構造がゆ らいでいても平均像を考
えなければな らない。それ らの点で、今回のような低分解能のモデルを改良 してい
くことも必要であろ う。
最近、片山 栄作 氏の開発 した急速凍結法では、固定 した試料の高分解能の電子顕
微鏡写真を得ることができるよ うになった。我々の実験に利用 したのと同じカニの
グ リセ リこイ筋試料を観察 した結果を図3-11に示 した。その結果、 トロポニンらし
い と考え られるものが、太いフィラメン トのない1バ ン ド領域の細いフィラメン ト
に認め られている。また、 ミオ シン頭部の結合 しているところでは、 トriポニンら
しいものがみえていないことは、近傍にS1が 結合することによって見えにくくな
っていると考え られ る。
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図3-11freeze-fracturedeep-etchreplica法に よるカ ニ 横 紋 筋 の電=f顕微 鏡 写 真。
};一山 栄 作 氏 の 撮 影 に よる(1995年5月!5日)。(a)ク ロス ブ リ ッジの 周 期 的 な
結 合が 観 察 され る(b)約2倍 に拡 大す る とク ロスブ リ ッジで は2つ の ミオ シ ン頭
部が 並 ん で い る こ とが わ か る。(c)太 い フ ィ ラ メン トとのオ ー バ ー ラ ップ のな い
1バ ン ド領域 。 自の 矢印 で 示 した よ うに トロポ ニ ン と考 え られ る もの が 所 々 に見 ら
れ て い る。
(4)ミオシン頭部 と トロポニンの位置関係
グリセ リン処理を した筋 肉では、ATPの 濃度によって弛緩状態 と硬直状態 との聞
を可逆的に移行できることを確認できるが、Ca2+存在下で トロポニンー トロポ ミオ
シンによって ミオ シンとの相互作用が阻害されているにも関わ らず結合が起 こる と
い う事実か ら、比較的阻害の弱いアクチンと反応が始まることが推測される。観測
されているX線 の強度を良 く説明できる今回のモデルでは、 トロポニンのない所に
ミオ シンが結合することは、それを裏付 けている。また、硬直状態に見 られる張力
の説明に好都合である。
ATP濃度が減少 した時に、何 らかの理由によって細いフィラメン トと相互作用す
るミオシン頭部が出現すると考えられている。そのミオ シン頭部によって、部分的
に活性化状態 となった細いフィラメン トとATPを獲得 した ミオ シン頭部によって硬
直状態の張力が発生す ると考え られている。 この時、細いフィラメン トのなかで、
・強 く阻害されているのがTNの 近傍のアクチンであ り、ここで ミオ シン頭部の動き
が止め られ、その段階でATPを獲得できなかった ミオ シン頭部が強固な結合を残す
ことで、硬直状態の ミオ シン頭部 となる。その結果、 トロポニンに対 して特異的な
位置に ミオシン頭部があることを説明できる。
昆虫の飛翔筋では、硬直状態のX線 回折像に観測される層線反射が トロポニンー
トロポ ミオ シンの周期に従っている(Taylor,1993)。一方、脊椎動物の硬直状態で
は結合様式が単純ではな く、X線 回折像か ら結合の対称性を解釈することも容易で
ない。そのため、 ミオ シン頭部の結合周期が トロポニンに支配されているかど うか
は不明であるが、Squireは(ユ994)太いフィラメン トと細いフィラメン トの立体的
な配置が結合様式を支配する大きな要因であると報告 している。今回解析 したカニ
のX線 回折像を説明するためには、 トロポニンに対 して特異的な場所にミオシン頭
部が結合 している必要があった。
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5.結 論
カニ硬直 状態のX線 回折像の強度分布を良 く説明するアクチンー トロポ ミオシン
ー トロポニンーミオシン頭部S1の 複合体である硬直状態の細いフィラメン トのモ
デルを構築 した。モデルは結晶解析によって決定 された原子座標 に基づいているが、
トロポニンについては様々な構造研究の情報から求めた低分解能の形状モデルを推
定 してモデルに導入 した。その結果、
・ミオ シン頭部がアクチンのN末 端付近に結合するモデルは一意に決めることはで
きなかったが、電子顕微鏡の3次 元再構成像による結果に近いモデルを得 ること
ができた。
・トロポニンC+1の 複合体は、平た く細長い形状であると推定された。その長軸
を細いフィラメン トに沿 うよ うに結合することで観測X線 強度を良 く説明できた。
・トロポニン全体では細いフィラメン ト上に配列するアクチンの4/7以 上に接す
るように配置 し、 トロポニンのない ところにミオシン頭部が結合 し、そのZ膜 側
に トロポニンC+1が 位置することが示唆された。
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